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Domingos Sabino a dit :

«Tout finit toujours bien.

Si les choses ne marchent pas convenablement,

c'est que vous n'êtes pas encore arrivé à la fin.»
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Résumé court

La fibrillation auriculaire est une complication fréquente suite à un pontage coronarien.

Elle est attribuable en particulier à un raccourcissement de la phase de plateau du potentiel

d'action de l'oreillette. Le courant lKur, produit par le canal potassique hKvl.5, est

grandement impliqué dans la repolarisation auriculaire. Afin de déterminer si des

mutations ou des polymorphismes dans ce canal pourraient être impliqués dans le

développement de la fibrillation auriculaire, nous avons séquence le gène hKvl.5 d'une

population de Canadiens-Français. Trois polymorphismes (R87Q, A251T et P307S) ont été

retrouvés à l'état hétérozygote dans la séquence peptidique et analysés au niveau

électrophysiologique par la technique de patch-clamp. Alors que A251T ne modifie pas les

fonctions du canal, R87Q et P307S produisent des changements qui pourraient accélérer la

repolarisation auriculaire et potentiellement causer la fibrillation auriculaire. Par ailleurs,

l'analyse de hKvl.5 chez un groupe de patients ayant eu un pontage coronarien a montré

que R87Q et P307S étaient retrouvés plus fréquemment chez les patients ayant fait de la

fibrillation auriculaire post-opératoire, bien qu'aucun de ces polymorphismes n'ait pu être

relié de façon significative à cette pathologie. Nos résultats suggèrent que des

polymorphismes dans le canal hKvl.5 pourraient être impliqués dans la pathogenèse de la

fibrillation auriculaire.
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Résumé long

La fibrillation auriculaire peut, entre autre, apparaître suite à une chirurgie cardiaque telle

un pontage coronarien ou encore être de type familial. Il est connu depuis longtemps que

cette maladie est multigénique, mais ses bases génétiques sont encore mal comprises. La

fibrillation auriculaire est caractérisée par une activité électrique anarchique et à haute

fréquence entraînant un remodelage de l'oreillette. L'étude présentée dans cette thèse avait

pour but de mieux comprendre les mécanismes moléculaires impliqués dans le

développement de cette pathologie. Étant donné que le canal potassique hKvl.5 (codé par

le gène hKvl.5) produit un courant principal de la repolarisation de l'oreillette humaine

(Ifcur), nous avons amplifié et séquence le gène hKvl.5 de 96 Canadiens-Français afin de

déterminer si des mutations ou polymorphismes dans ce gène pourraient être à l'origine de

la fibrillation auriculaire. Nous avons retrouvé, au niveau de la séquence peptidique, les

polymorphismes R87Q, A251T et P307S à l'état hétérozygote chez certains patients. Ces

derniers sont situés respectivement dans l'extrémité NFb-terminale, le segment

transmembranaire SI et la première boucle extra-cellulaire du canal. Les polymorphismes

ont été reproduits par mutagenèse dirigée, exprimés dans une lignée de cellules CHO et

caractérisés sur le plan électrophysiologique par la technique de patch-clamp. Le

polymorphisme A251T n'entrave pas les fonctions du canal hKvl.5, mais R87Q et P307S

diminuent la densité du courant et l'amplitude de l'inactivation. R87Q accélère également

la vitesse d'ouverture du canal. La co-expression de ces polymorphismes avec le canal

sauvage, qui a été effectuée dans le but de reproduire leur caractère hétérozygote, a

démontré que R87Q a un effet plutôt dominant contrairement à P307S. Afin de déterminer

si les polymorphismes identifiés interfèrent avec la liaison du canal aux sous-unités p,

chacun d'eux a été exprimé dans des cellules HEK293; ces dernières n'expriment pas de

sous-unité P, contrairement aux cellules CHO qui expriment Kvp2.1. Les caractéristiques

électrophysiologiques observées dans les cellules CHO pour R87Q et P307S n'ont pas été

reproduites dans les cellules HEK293, suggérant que ces polymorphismes modulent la

liaison à la sous-unité p et que les effets observés dans les cellules CHO pourraient

également s'exprimer dans le myocarde. Comme les polymorphismes R87Q et P307S

tendent à augmenter la vitesse de la repolarisation de l'oreillette, nous avons tenté de savoir



s'ils pourraient être impliqués dans le développement de la fibrillation auriculaire. Nous

avons recherché leur présence parmi une population de 135 patients ayant eu un pontage

coronarien et desquels 46 ont fait de la fibrillation auriculaire post-opératoire. Bien

qu'aucun d'eux n'ait pu être relié de façon significative à cette pathologie, nous avons

observé une plus forte prévalence des polymorphismes R87Q et P307S chez les patients qui

ont fait de la fibrillation auriculaire post-opératoire (fréquences alléliques respectives de

1,09 et 3,26% comparativement à 0 et 0,56% chez les patients demeurés en rythme sinusal).

La présence des trois polymorphismes que nous avons identifiés et caractérisés lors de la

présente étude a aussi été recherchée chez des patients atteints de fibrillation auriculaire

familiale parmi quatre familles Canadiennes-Françaises. Cependant, seul A251T a été

retrouvé chez une mère de famille présentant de la fibrillation auriculaire et chez sa fille

non atteinte. Comme ce polymorphisme ne modifie pas les propriétés

électrophysiologiques de hKvl.5, nos résultats démontrent que, du moins pour les quatre

familles étudiées, des gènes autres que hKvl.5 seraient en cause dans le développement de

la maladie, qui est d'ailleurs multigénique. Compte tenu de leurs effets sur les fonctions du

canal hKvl.5, nos travaux démontrent que les polymorphismes R87Q et P307S pourraient

être impliqués, en combinaison avec d'autres facteurs tel le stress oxydatif causé par un

pontage coronarien, dans le développement de la fibrillation auriculaire.
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Avant-propos

Le corps de cette thèse est constitué de deux articles scientifiques. Le chapitre deux

porte sur l'article intitulé «Electrophysiological characterization of three non-synonymous

single nucleotide polymorphisms (R87Q, A251T and P307S) found in hKvl.5», par

Isabelle Plante, Dominique Fournier, Guylaine Ricard, Benoît Drolet, Gilles O'Hara, Jean

Champagne, Patrick Mathieu, Richard Baillot et Pascal Daleau. Cet article est publié dans

Pflugers Archivs. J'ai effectué l'ensemble du travail décrit dans cette publication, soit le

recrutement des patients, l'amplification et l'analyse de séquence du gène hKvl.5, la

reproduction des polymorphismes identifiés par mutagenèse dirigée et les études

électrophysiologiques sur les canaux variants. J'ai produit environ 60% de la rédaction. Le

chapitre trois (première partie) est composé de l'article intitulé «Molecular analysis of

hKvl.5 in patients with persistent post-surgery atrial fibrillation», par Isabelle Plante,

Dominique Fournier, Patrick Mathieu et Pascal Daleau, soumis au Canadian Journal of

Cardiology. Mon rôle, dans cette publication, consistait à amplifier et séquencer le gène

hKvl.5 de patients ayant subi un pontage coronarien, parmi lesquels certains ont fait de la

fibrillation auriculaire post-opératoire. L'objectif de cette étude consistait à déterminer si la

présence de polymorphismes dans hKvl.5 pourrait augmenter l'incidence de la fibrillation

auriculaire post-opératoire de façon significative. J'ai effectué environ 85% du travail

présenté dans ce manuscrit, duquel j 'ai rédié la majeure partie (80%). La deuxième partie

du chapitre trois porte sur une étude effectuée dans le but d'évaluer le rôle potentiel des

polymorphismes R87Q, A251T et P307S du canal potassique hKvl.5 dans l'incidence de la

fibrillation auriculaire familiale. Enfin, un troisième article est présenté en annexe :

«Reduced vulnerability to vagally-induced atrial fibrillation by n-3 polyunsaturated fatty

acids in dogs», de Jean-Francois Sarrazin, Geneviève Comeau, Pascal Daleau, John

Kingma, Isabelle Plante, Dominique Fournier et Franck Molin. Il a été soumis au Journal

of American Collège of Cardiology. Il s'agit ici d'une collaboration avec d'autres équipes

de recherche. Mon rôle, dans cette étude, consistait à enregistrer, par la technique de patch-

clamp, les courants produits dans les myocytes cardiaques de chiens. Le but était de

déterminer si l'administration d'acides gras oméga-3 modifiait l'activité électrique
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cardiaque chez le chien. Les études électrophysioloiques que j 'ai effectuées équivalent à
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Ltk~ : Mouse L cells lacking thymidine kinase (lignée cellulaire)

LDL : Low density lipoprotein

Nav : Canaux sodiques dépendants du voltage (Ex. : Navl.5)

NMG+ : Ion Af-methyl-D-glucamine
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OH' : Ion hydroxyle

PDZ : PSD95 (post synaptic density protein), DlgA (Drosophila dise large tumor

suppressor), ZO1 (protéine jonctionnelle de mammifère)

PKA : Protéine kinase A

PKC : Protéine kinase C

PRA : Période réfractaire absolue

PRE : Période réfractaire efficace

PRR : Période réfractaire relative

PRT : Période réfractaire totale

P307S : Changement d'une proline pour une serine à la position 307 du canal potassique

hKvl.5

PSN : Période supranormale

QTc : Intervalle QT corrigé en fonction de la fréquence cardiaque

RPTPfi : Receptor-type protein tyrosine phosphatase \x

R87Q : Changement d'une arginine pour une glutamine à la position 87 du canal

potassique hKvl .5

SACs : Stretch activated channels

SAP97 : Synapse-associated protein 97

SH3 : Site consensus de liaison à la tyrosine kinase src (src homology 3)

SQTS : Syndrome du QT court

Tl : Domaine de tétramérisation des canaux potassiques dépendants du voltage

Tact fast : Constante de temps rapide d'activation

tinaetfast : Constante de temps rapide d'inactivation

xact slow : Constante de temps lente d'activation

tinact slow : Constante de temps lente d'inactivation

TRT : Temps de réversibilité totale

TVCP : Tachycardie ventriculaire catécholaminergique polymorphe

Vmax : Vitesse à laquelle s'effectue la dépolarisation

V/sec : Volts par seconde
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INTRODUCTION

1. Structure et fonctionnement du coeur

De manière générale, on peut considérer que le cœur est constitué de deux

principaux types de tissus. Le premier inclut les oreillettes et les ventricules, qui en

forment l'essentiel de la masse et qui sont responsables du travail de contraction. Le

deuxième type est une chaîne de tissus impliqués dans la formation et la propagation des

influx électriques qui sont à l'origine des contractions cardiaques. Ces influx provoquent la

dépolarisation et la repolarisation séquentielles des cellules musculaires du coeur, comme

nous le verrons un peu plus loin.1

1.1 Propriétés électriques des cellules cardiaques

Les cellules spécialisées dans la production et la propagation de l'activité électrique

forment le système de conduction du cœur. Elles sont douées d'automatisme, c'est-à-dire

qu'elles ont la capacité de se dépolariser spontanément et, de ce fait, d'amorcer la

contraction cardiaque. Leur fonction consiste à produire des influx électriques et à les

propager dans le cœur afin que les cellules musculaires se dépolarisent et se contractent

systématiquement des oreillettes aux ventricules. Par conséquent, le cœur bat comme s'il

n'était formé que d'un seul élément: c'est un syncytium. Les influx électriques produits

dans le cœur se nomment "potentiels d'action" et ils se propagent d'une cellule à l'autre

notamment grâce à l'existence de jonctions gap et de canaux ioniques.1 Les jonctions gap

sont des canaux peu sélectifs qui relient les cytoplasmes de cellules adjacentes et

permettent le passage d'ions et de petites molécules.2 Pour ce qui est des canaux ioniques,

ce sont des pores transmembranaires éventuellement spécifiques à certains ions. Ce sujet

sera traité plus en détails à la prochaine section.



1.2 Propagation de l'activité électrique cardiaque

Les cellules du système de conduction sont situées dans les nœuds sinusal et

auriculo-ventriculaire, le faisceau de His, les branches droite et gauche du faisceau de His

et les fibres de Purkinje. Le potentiel d'action cardiaque est initié par le nœud sinusal, qui

est le centre rythmogène principal, ou «pacemaker». Typiquement, le nœud sinusal se

dépolarise spontanément environ 75 fois par minute chez l'homme. Comme cette

fréquence de dépolarisation dépasse celle des autres éléments du système de conduction du

cœur, le nœud sinusal marque la cadence de toutes les cellules contractiles cardiaques.

Du nœud sinusal, le potentiel d'action se propage d'abord dans l'oreillette droite par

les cellules contractiles et il rejoint ensuite l'oreillette gauche et le nœud auriculo-

ventriculaire. Cette propagation se fait rapidement en empruntant des voies de conduction

complexes nommées communément "tractus internodaux". Ce sont des voies reliant les

nœuds sinusal et auriculo-ventriculaire. Trois tractus internodaux sont connus.

Premièrement, le tractus antérieur, a deux branches: l'une relie les nœuds sinusal et

auriculo-ventriculaire et l'autre, appelée faisceau de Bachmann,3 traverse le septum

interauriculaire et permet de transmettre les influx électriques de l'oreillette droite à

l'oreillette gauche. Les deux autres voies de conduction sont les tractus internodaux

médian et postérieur, nommés respectivement tractus de Wenckebach4' 5 et Thorel.6' 7

Lorsqu'il atteint le nœud auriculo-ventriculaire, le potentiel d'action est retardé

pendant environ 0,1 seconde, ce qui permet aux oreillettes d'achever leur contraction avant

que les ventricules amorcent la leur. Ce retard est en grande partie lié au fait que les fibres

cardiaques ont à cet endroit un nombre relativement restreint de jonctions gap, réduisant le

couplage intercellulaire et la vitesse de conduction. Par la suite, le potentiel d'action

parcourt rapidement le reste du système de conduction.

Du nœud auriculo-ventriculaire, le potentiel d'action rejoint le faisceau de His.

Bien que les oreillettes et les ventricules soient adjacents, ils ne sont pas reliés

physiquement et électriquement autrement que par le faisceau de His. Le potentiel d'action

se propage ensuite dans les branches droite et gauche du faisceau de His, qui parcourent le

septum interventriculaire. Finalement, les fibres de Purkinje achèvent la conduction rapide



du potentiel d'action à travers le septum interventriculaire et le conduisent ensuite dans

l'apex du cœur, puis dans les parois des ventricules. Les branches du faisceau de His

assurent l'excitation des cellules du septum, mais l'essentiel de la dépolarisation

ventriculaire est attribuable aux fibres de Purkinje et, en dernier lieu, à la transmission du

potentiel d'action d'une fibre musculaire à l'autre du muscle cardiaque.

Dans un cœur humain sain, il s'écoule environ 0,22 seconde entre la production du

potentiel d'action par le nœud sinusal et la dépolarisation des dernières cellules musculaires

des ventricules. La contraction des ventricules suit presque immédiatement l'onde de

dépolarisation ventriculaire. Elle naît à l'apex du cœur et se propage vers la base, suivant la

direction de l'onde d'excitation dans les ventricules.

Enfin, bien que l'on trouve des cellules du système de conduction dans presque

toutes les parties du cœur, leurs fréquences de dépolarisation spontanée diffèrent. Par

exemple, tandis que le nœud sinusal impose au cœur une fréquence approximative de 60 à

100 battements par minute, le nœud auriculo-ventriculaire se dépolarise de 40 à 55 fois par

minute. Le faisceau de His et les fibres de Purkinje, pour leur part, se dépolarisent

seulement entre 25 et 40 fois par minute.1

1.3 Potentiel d'action cardiaque

Les myocytes cardiaques sont activés par un signal électrique, le potentiel d'action,

au cours duquel ont lieu une série de changements dans leur potentiel transmembranaire.

Comme toutes les cellules vivantes, l'intérieur des myocytes cardiaques est chargé

négativement par rapport à l'extérieur, ce qui crée une différence de voltage à travers la

membrane cellulaire. C'est cette différence de voltage qui est appelée le potentiel

transmembranaire. Ce dernier est d'environ -90 mV lorsque les myocytes cardiaques sont

au repos. Un changement de potentiel transmembranaire qui diminue l'électronégativité à

l'intérieur du myocyte au repos est appelé "dépolarisation" alors que le retour au potentiel

de repos se nomme "repolarisation". Les potentiels d'action cardiaques incluent au moins

deux phases, soient la dépolarisation et la repolarisation.



Pour initier un potentiel d'action, la dépolarisation doit atteindre un seuil minimal

de potentiel transmembranaire. Ce seuil est d'environ -75 mV. Les premiers

enregistrements transmembranaires de l'activité électrique cardiaque ont été réalisés sur un

cœur de chien en 1949, par Coraboeuf et Weidmann. ' Depuis, le potentiel d'action

cardiaque a été étudié sur de nombreux tissus d'espèces animales variées de même que sur

le cœur humain. Chaque partie du cœur a son potentiel d'action spécifique, avec une durée

et une allure bien définies. Globalement, le potentiel d'action des oreillettes, des

ventricules, du faisceau de His et des fibres de Purkinje, par exemple, est constitué des

phases de dépolarisation (phase 0), de repolarisation transitoire rapide (phase 1), de plateau

(phase 2), de repolarisation (phase 3) et de repos (phase 4) (Figure 1 A). Toutefois, la phase

de plateau est plutôt brève dans l'oreillette alors qu'elle est très prononcée dans les fibres

de Purkinje. La durée du potentiel d'action est par conséquent beaucoup plus longue dans

ces dernières que dans l'oreillette. La diastole correspond à la dilatation du cœur, qui

permet la circulation du sang dans les artères coronaires, et elle alterne avec la systole, qui

réfère au mouvement de contraction.1

Si on regarde les potentiels d'action des nœuds sinusal et auriculo-ventriculaire, par

contre, on ne remarque pas les phases 1 et 2. En effet, les cellules de ces parties du cœur se

dépolarisent beaucoup plus lentement et leurs potentiels d'action sont plus courts et n'ont

pas de plateau (Figure 1B). Ils sont également de plus faible amplitude. Les cellules

nodales génèrent des potentiels d'action de façon spontanée et le potentiel de repos de ces

cellules est instable. On parle alors de dépolarisation diastolique automatique.
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Figure 1 : Illustration des phases du potentiel d'action dans les cellules des fibres de

Purkinje (A) et les cellules du nœud sinusal (B). Dans les fibres de Purkinje, tout comme

dans les oreillettes, les ventricules et le faisceau de His, le potentiel d'action est constitué

de cinq phases (0 à 4). Dans les cellules nodales, la dépolarisation est beaucoup plus lente

et le potentiel d'action n'a pas de plateau, ce qui fait qu'il n'est constitué que des phases 0,

3 et 4.

1.3.1 Vitesse de conduction du potentiel d'action

Le potentiel d'action se propage dans les différentes régions du cœur à des vitesses

de conduction propres à chacune d'elles, tel qu'indiqué au tableau I. Par exemple, il est

propagé plus rapidement dans les branches du faisceau de His et les fibres de Purkinje et

moins rapidement dans l'oreillette et le ventricule. Dans les nœuds sinusal et auriculo-

ventriculaire, le potentiel d'action se propage très lentement.



Tableau I: Vitesses de conduction du potentiel d'action dans les différentes régions du

cœur.1

Région du cœur Vitesse de conduction

(m/sec)

Nœud sinusal < 0,01

Oreillette 1,0-1,2

Nœud auriculo-ventriculaire 0,02-0,05

Faisceau de His 1,2-2,0

Branches du faisceau de His 2,0-4,0

Fibres de Purkinje 2,0-4,0

Ventricule 0,3-1,0

La vitesse de conduction du potentiel d'action est influencée par un certain nombre

de facteurs inter-reliés qui ont été originalement définis par Hodgkin et Huxley en 1952,

selon une étude faite sur l'axone géant de calmar.10 Ces facteurs incluent le seuil minimal

de potentiel transmembranaire à atteindre pour initier le potentiel d'action (i.e. l'excitabilité

membranaire), la vitesse à laquelle s'effectue la dépolarisation (Vmax), l'amplitude du

potentiel d'action et les résistances électriques du tissu cardiaque.

L'excitabilité membranaire réfère à la quantité de charges positives qui sont

nécessaires à la dépolarisation d'une surface cellulaire minimale qui permet à l'activité

électrique de se propager. Lorsque l'excitabilité membranaire est diminuée, la quantité de

charges nécessaires à cette dépolarisation doit être plus importante, ce qui se traduit par une

diminution de la vitesse de conduction du potentiel d'action.

Ensuite, en général, plus la dépolarisation est rapide, plus l'amplitude du potentiel

d'action est grande et plus la vitesse de conduction est élevée. En effet, les potentiels

d'action de plus grande amplitude initient la dépolarisation plus rapidement et une

dépolarisation plus rapide augmente la vitesse à laquelle l'onde de dépolarisation atteint les

fibres cardiaques au repos. D'ailleurs, l'amplitude et la Vmax dans les fibres de Purkinje,

qui ont une vitesse de conduction rapide, sont respectivement d'environ 130-140 mV et

500-1000 V/sec, comparativement à 60-80 mV et <10 V/sec dans les nœuds sinusal et



auriculo-ventriculaire.11 Le potentiel d'action se propage très lentement dans ces derniers,

tel qu'indiqué au tableau 1. Cependant, la vitesse de propagation dépend aussi de

l'architecture des tissus cardiaques et de la distribution des jonctions gap.12 Ainsi, dans

certaines régions du cœur (par exemple dans une zone de nécrose), la dépolarisation peut

s'effectuer rapidement (Vmax élevée) bien que la vitesse de propagation soit ralentie par un

nombre plus restreint de jonctions gap ouvertes.

Enfin, pour ce qui est des résistances électriques, elles sont attribuables à la

structure des cellules et des fibres cardiaques. Ces dernières ont globalement les propriétés

électriques caractéristiques d'un câble linéaire, coaxial.13 De fait, les cellules cardiaques

individuelles sont reliées électriquement entre elles par des jonctions gap,14 qui facilitent la

propagation du potentiel d'action de cellule à cellule et, ainsi, la constitution de longs

"câbles" fonctionnels. Les éléments électriques de ces "câbles" comprennent la résistance

et la capacité membranaires et la résistance interne longitudinale (somme des résistances du

cytoplasme et des jonctions gap ouvertes).13' l5 Ainsi, plus il y a de jonctions gap ouvertes

dans une région du cœur (résistance longitudinale diminuée), plus la vitesse de conduction

du potentiel d'action est élevée.1

1.3.2 Périodes réfractaires et supranormale

Lorsque le potentiel d'action achève sa propagation, il y a une période réfractaire

pendant laquelle la fibre musculaire cardiaque est inexcitable.16 Il existe plusieurs types de

périodes réfractaires, soient: absolue, efficace, relative et totale, tel qu'indiqué à la figure 2.

Débutant avec la dépolarisation, la période réfractaire absolue (PRA) est celle pendant

laquelle aucun stimulus, peu importe son amplitude, ne peut générer un potentiel d'action.

La période réfractaire efficace (PRE), pour sa part, inclut la PRA ainsi qu'un petit intervalle

de temps où les stimulations produisent des réponses locales (Figure 2, a et b), c'est-à-dire

qu'elles sont de si faible amplitude qu'elles ne peuvent pas se propager. La réponse

propagée la plus précoce (Figure 2, c) définit la fin de la PRE. Les réponses a, b et c ont

lieu, en fait, lors de la période réfractaire relative (PRR), durant laquelle seuls les stimuli

surpassant le potentiel membranaire seuil normal peuvent initier une réponse propagée.



Cependant, les potentiels d'action générés lors de la PRR ont une phase de dépolarisation

lente et sont de faible amplitude. L'ensemble des périodes réfractaires absolue et relative

constitue la période réfractaire totale (PRT). '

Une période supranormale (PSN) est parfois rencontrée à la fin de la PRR, au cours

de laquelle le seuil de potentiel membranaire à atteindre pour produire un potentiel d'action

est réduit par rapport à la normale.17' 18 Une étude réalisée sur l'axone géant de calmar a

démontré que ce seuil était diminué d'environ 20% lors de la PSN.19 Les potentiels

d'action générés pendant cette période sont cependant de plus faible amplitude, tel

qu'illustré en "d" sur la figure 2.11 La PSN a été bien documentée dans le faisceau de His et

les fibres de Purkinje, mais serait probablement absente dans le nœud auriculo-

ventriculaire, les oreillettes et les ventricules.20 Après la PSN, lorsque la repolarisation est

complète, les potentiels d'action reprennent une amplitude normale (Figure 2, e).

L'intervalle de temps entre la dépolarisation et la fin de la PSN réfère au temps de

réversibilité totale (TRT).11
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Figure 2. Représentation d'un potentiel d'action normal de fibre de Purkinje et illustration

des différentes périodes réfractaires, de la période supranormale d'excitabilité et du temps

de réversibilité totale. Les réponses à des stimulations précoces à différents temps choisis

lors de la repolarisation sont également montrées (a à e). PRA: période réfractaire absolue;

PRE: période réfractaire efficace; PRR: période réfractaire relative; PRT : période

réfractaire totale; PSN: période supranormale d'excitabilité; TRT: temps de réversibilité

totale.

1.4 Électrocardiogramme de surface

L'activité électrique du cœur est facilement détectée grâce à l'électrocardiogramme

de surface (ECG), qui est composé principalement de cinq ondes appelées P, Q, R, S et T,

tel qu'illustré à la figure 3. Il est utile pour détecter certains désordres cardiaques comme

les arythmies. Bien que l'ECG n'enregistre pas directement l'activité électrique du cœur,

chaque onde reflète un changement du champ électrique à la surface du corps, qui est

généré principalement par l'activité électrique cardiaque.
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Figure 3: Schéma du cœur humain illustrant l'allure des potentiels d'action spécifiques

aux différentes régions du cœur impliquées dans la propagation de l'activité électrique. Tel

qu'illustré, les potentiels d'action sont reportés sur l'électrocardiogramme de surface.

1.4.1 OndeP

L'onde P est de faible amplitude et dure environ 0,08 seconde. Elle résulte de la

dépolarisation des oreillettes, engendrée par le nœud sinusal. Environ 0,1 seconde après le

début de l'onde P, les oreillettes se contractent.

1.4.2 Complexe QRS

Le complexe QRS est lié à la dépolarisation asynchrone de l'endocarde et de

l'épicarde des ventricules. L'amplitude du complexe QRS est plus grande que celle de

l'onde P étant donné que la taille des ventricules est supérieure à celle des oreillettes. La
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durée du complexe QRS représente le temps pris par l'onde de dépolarisation pour passer à

travers le faisceau de His, les fibres de Purkinje et les ventricules. Celle-ci reflète

l'activation synchronisée et rapide des deux ventricules, grâce à la vitesse rapide de

conduction du potentiel d'action dans le faisceau de His et les fibres de Purkinje. Le

complexe QRS coïncide globalement avec la phase 0 du potentiel d'action des ventricules.

1.4.3 OndeT

L'onde T est causée par la repolarisation asynchrone de l'endocarde et de l'épicarde

des ventricules; elle dure généralement 0,16 seconde. Elle réfère à la phase 3 du potentiel

d'action ventriculaire. L'onde T est plus étendue et de moins grande amplitude que le

complexe QRS parce que la repolarisation ventriculaire est plus lente que la dépolarisation.

De plus, le complexe QRS et l'onde T ont tous deux une polarité positive sur l'ECG, selon

la position conventionnelle des électrodes à la surface du corps. La direction de l'onde T

est largement déterminée par les longs potentiels d'action des fibres de Purkinje et des

myocytes de l'endocarde, qui font en sorte que les premières régions des ventricules à être

dépolarisées sont repolarisées en dernier. En effet, la repolarisation des ventricules procède

normalement dans une direction opposée à celle de leur dépolarisation. C'est pour cette

raison que l'on parle de dépolarisation et de repolarisation relativement asynchrones au

travers de la paroi du myocarde. Pour ce qui est de la repolarisation auriculaire, étant

donné qu'elle a lieu pendant la période de dépolarisation des ventricules, son déroulement

est masqué par l'activité ventriculaire.

1.4.4 Autres ondes

Outre l'onde T, deux autres ondes peuvent apparaître sur l'ECG conséquemment à la

repolarisation ventriculaire. Il s'agit des ondes J et U. L'onde J, aussi appelée onde de

Osborn,21 est une déflexion en forme de dôme apparaissant immédiatement après le

complexe QRS. Cette onde a été communément observée chez le chien en conditions
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physiologiques, mais chez l'humain, elle est normalement cachée partiellement ou

complètement par le complexe QRS.22 Une onde J proéminente est souvent associée à des

conditions d'hypothermie et d'hypercalcémie.23'24 Des études ont aussi associé l'onde J à

une variété de facteurs, incluant l'hypoxie, l'acidose, un retard dans la dépolarisation

ventriculaire ou une repolarisation ventriculaire précoce.25

Pour ce qui est de l'onde U, elle suit l'onde T et fait généralement moins du quart de

son amplitude. Bien qu'elle puisse être présente sur I'ECG d'un adulte dont le cœur est

normal, elle est surtout rencontrée chez des patients atteints du syndrome du long QT

congénital.22 Elle est aussi communément retrouvée chez les athlètes de haut niveau.26' 2

L'onde U serait possiblement attribuable à un retard de repolarisation des fibres de

Purkinje.22

1.4.5 Intervalles importants sur I'ECG

II y a trois intervalles importants sur I'ECG: PR, QT et ST. L'intervalle PR

représente le temps pris par l'onde de dépolarisation pour se transmettre du nœud sinusal

aux ventricules, en passant par les oreillettes, le nœud auriculo-ventriculaire, le faisceau de

His et les fibres de Purkinje. L'intervalle PR dure environ 0,16 seconde. C'est l'intervalle

de temps entre l'activation des oreillettes et des ventricules, qui correspond au remplissage

des ventricules.

Pour ce qui est de l'intervalle QT, il est situé entre le début du complexe QRS et la

fin de l'onde T. Il correspond au temps nécessaire (environ 0,36 seconde) entre la

dépolarisation et la repolarisation des ventricules. L'intervalle QT couvre donc

approximativement le temps requis pour la contraction ventriculaire. Enfin, l'intervalle ST,

pour sa part, est d'une durée d'approximativement 0,28 seconde; il s'étend de la fin du

complexe QRS jusqu'à l'onde T. Il représente le temps pendant lequel les cellules

ventriculaires sont toutes à leur phase de plateau (faibles gradients électriques dans les

ventricules).
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1.5 Canaux ioniques

Tel que mentionné dans la section 1.3, chaque partie du cœur a son potentiel

d'action spécifique. Le profil des potentiels d'action cardiaques est attribuable à

l'ouverture et à la fermeture séquentielles de différents types de canaux ioniques. Ceux-ci

sont des protéines formant des pores à travers la membrane plasmique des organelles et des

cellules, permettant le passage d'ions. Ces derniers traversent le canal en fonction de leur

gradient de concentration et du gradient électrique, produisant ce qu'on appelle des

"courants ioniques" qui changent le potentiel transmembranaire. Voici brièvement un peu

d'histoire sur les principaux éléments qui ont mené à la mise en évidence du rôle des

courants ioniques dans la régulation de l'activité électrique cardiaque.

Bernstein, en 1902, s'est aperçu que l'intérieur des cellules de mammifères était

hautement concentré en ions K+. Il a émis l'hypothèse que la membrane plasmique était

sélectivement perméable aux ions K+ et que les protéines cytosoliques, chargées

négativement, établissaient un équilibre en concentrant les ions K+ dans le cytosol

électronégatif. Il parlait aussi d'une neutralisation du potentiel transmembranaire lors du

potentiel d'action.28 Des enregistrements de potentiels intracellulaires, mesurés grâce à

l'insertion de microélectrodes dans l'axone géant de calmar, ont confirmé l'hypothèse de

Bernstein sur l'électronégativité dans les cellules au repos et démontré que celle-ci

diminuait lors de l'excitation.29 Ces enregistrements ont également mis en évidence que

l'excitation des fibres de l'axone provoquait même une inversion de potentiel. On parlait à

l'époque d'un "overshoot" lorsque le potentiel transmembranaire s'élevait au dessus de

zéro.30' 3I L'inversion de potentiel a également été remarquée dans le muscle sartorius32 et

le ventricule cardiaque33 chez la grenouille.

Ainsi, il devenait donc évident que le potentiel d'action n'était pas seulement dû à la

dissipation du gradient de potassium, mais que la membrane plasmique était également

perméable à d'autres types d'ions. À la fin des années 1940 et au début des années 1950,

Hodgkin, Huxley et Katz ont publié une série d'expériences caractérisant les bases ioniques

du potentiel d'action de l'axone géant de calmar (Pour revue, voir Hodgkin, Huxley et

Katz34). Au lieu de mesurer les changements de potentiel transmembranaire lors du

potentiel d'action, ils ont mesuré les courants requis pour maintenir la membrane à un
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voltage constant. Ceci a été rendu possible en plaçant une électrode à l'intérieur de

l'axone, en excitant ensuite la membrane, puis en appliquant les courants nécessaires pour

maintenir le potentiel transmembranaire constant. En mesurant ces courants appliqués,

Hodgkin, Huxley et Katz ont pu quantifier l'amplitude et la durée des courants ioniques

impliqués dans la génération du potentiel d'action de l'axone géant de calmar. En

changeant les concentrations intra- et extracellulaires de Na+ et de K+, ils ont démontré que

la dépolarisation avait lieu lorsque des ions Na+ entraient dans la cellule, que la

repolarisation était causée par une sortie d'ions K+ et que l'inversion du potentiel

transmembranaire au pic du potentiel d'action était due à une entrée massive d'ions Na+.

Dans le cœur, on retrouve principalement des canaux ioniques spécifiques au Na+,

au K+, au Ca2+ et au Cl". Le tableau II illustre la concentration de ces ions à l'intérieur et à

l'extérieur des myocytes cardiaques, la direction du flux passif et le type de courant qu'ils

produisent ainsi que l'effet produit sur le voltage transmembrane.

Tableau II: Concentration des principaux ions à l'intérieur et à l'extérieur des myocytes

cardiaques. La direction dominante du flux passif propre à chacun de ces ions

Ion

Ca2+

Na+

K+

Cl"

*Selon

**Selon

est également indiquée, ainsi

membrane plasmique. Adapté

Concentration
intracellulaire

(mM)
lO-'-lO"4

5-34*

104-180*

4,2**

Walker35

Hille36

Concentration
extracellulaire

(mM)
2

140

5,4

117

que le type de

de Katz.1

Direction du
flux passif

Entrant

Entrant

Sortant

Entrant

courant généré

Courant
généré

Entrant

Entrant

Sortant

Sortant

et l'effet sur la

Effet sur la
membrane

Dépolarisation

Dépolarisation

Repolarisation

Repolarisation

La majorité des courants ioniques responsables de la dépolarisation et de la

repolarisation de la membrane plasmique sont passifs, parce qu'ils vont dans le sens de leur

gradient électrochimique. Par exemple, comme les ions Na+ sont plus concentrés à

l'extérieur qu'à l'intérieur de la cellule, ils tendent à entrer à l'intérieur de cette dernière,

produisant un courant entrant. Les ions K+, quant à eux, produisent un courant sortant étant
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donné qu'ils sont plus concentrés à l'intérieur de la cellule. On sait maintenant que ces

courants ioniques traversent la membrane plasmique par l'intermédiaire de protéines

transmembranaires appelées "canaux ioniques", qui forment un pore à travers la membrane

plasmique et qui sont le plus souvent spécifiques à un seul type d'ions.

Le potentiel transmembranaire d'une cellule au repos est d'environ -90 mV; il est

fonction des concentrations intra- et extracellulaires de chacun des ions présentés au tableau

II et du gradient électrique transmembranaire. Si la membrane n'était perméable qu'à un

seul type d'ion, le potentiel transmembranaire serait égal au potentiel d'équilibre de cet ion

(Ejon), calculé selon l'équation de Nernst:37

RT M
^ion z p m

où R est la constante des gaz parfaits, T est la température absolue, z est la valence de l'ion,

F est la constante de Faraday et [ion]e et [ion]i sont les concentrations extra- et

intracellulaires de l'ion. Selon l'équation de Nernst, le potentiel d'équilibre pour les ions

K+ est de -86 mV alors qu'il est de +70, +114 et -80 mV respectivement pour les ions Na+,

Ca2+ et Cl".1

1.5.1 Fonctionnement général des canaux ioniques

L'ouverture et la fermeture de la plupart des canaux ioniques exprimés dans le cœur

sont dépendantes du voltage, c'est-à-dire que leur pore va s'ouvrir et se refermer de façon

cyclique, en fonction des changements de potentiels transmembranaires de la cellule. Pour

cette raison, on les appelle les canaux Nav, Cav et Kv, le v faisant référence à leur

sensibilité au voltage. Ainsi, l'ouverture du pore correspond à l'activation du canal et

laisse libre cours au passage des ions. Lorsque le pore se referme, le canal s'inactive ou se

désactive et n'est plus perméable aux ions. Enfin, le canal doit éventuellement passer par

un état, la réactivation, afin qu'il puisse être activé de nouveau.

Pour illustrer ce cycle d'ouverture et de fermeture des canaux ioniques dans le cœur,

décrivons brièvement ce qui se passe lors du potentiel d'action. D'abord, la dépolarisation
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(Phase 0) active les canaux Nav, qui s'inactivent ensuite rapidement conséquemment à

l'augmentation du potentiel transmembranaire. Dans les cellules nodales, ce sont

essentiellement les canaux Cav qui s'activent lors de la dépolarisation. Dans les autres

régions du cœur, ces derniers sont actifs lors des phases 1 et 2 du potentiel d'action. Les

canaux Kv, eux, s'activent pour certains lors de la phase 1 et pour d'autres, au cours de la

phase 2. Lorsque les canaux Cav s'inactivent, il y a repolarisation par l'intermédiaire des

canaux Kv. Enfin, quand la membrane cellulaire retourne à son potentiel de repos, les

canaux Nav et Cav et éventuellement Kv se réactivent.1

1.5.2 Principaux types de canaux ioniques exprimés dans le cœur

On ne retrouve pour ainsi dire qu'un seul type de canal Nav dans le cœur humain:

c'est le canal hHl ou Navl.5, codé par le gène SCN5A.3* Pour ce qui est des canaux Cav,

les plus importants dans le système cardiovasculaire sont ceux des types L et T, retrouvés

pour la première fois dans l'oreillette de chien. Les canaux Cav de type L (Cavl.2)

s'activent à un potentiel transmembranaire plus élevé que ceux de type T (Cav3.1/3.2), ils

s'inactivent plus lentement et ils laissent passer plus de courant.

Ce sont les canaux Kv qui sont les plus variés dans le cœur. Ils produisent des

courants repolarisateurs impliqués dans les phases 1 (Kv4.3), 2 (Kvll.l, Kv7.1, Kvl.5) et 3

(Kvll.l , Kv7.1, Kvl.5) du potentiel d'action, pour la plupart, mais également dans le

maintien du potentiel de repos (Phase 4) (Kir2.1). Nous discuterons des rôles de ces

courants de façon plus détaillée dans la section 1.7.

Enfin, le cœur exprime aussi des canaux Cl" dépendants du voltage. Plusieurs types

de courants Cl" ont été enregistrés dans les myocytes cardiaques chez différentes espèces.

Cependant, la plupart de ces courants ne sont actifs qu'en conditions de stress.40 Tous les

canaux Cl" connus jusqu'à présent sont les canaux de la famille des CFTR (cystic fibrosis

transmembrane conductance regulator),41 ClC-2, ClC-3 et CLCA.42 Les canaux CFTR

raccourcissent la durée du potentiel d'action lors de fortes stimulations adrénergiques et en

présence de débits cardiaques rapides alors que les canaux ClC-2 et ClC-3 sont impliqués
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dans la régulation du volume cellulaire. Pour ce qui est des canaux CLCA, ils s'activent

suite à une augmentation de la [Ca2+]; associée à une sortie d'ions Ca2+ du réticulum

sarcoplasmique.42

1.6 Pompes et échangeurs

Comme nous venons de le voir, les canaux ioniques sont nécessaires au bon

fonctionnement du cœur. Cependant, des pompes et échangeurs y sont également

essentiels, dont la pompe Na+-K+-ATPase et les échangeurs Na+/Ca2+ et Na+/H+. Ces

pompes et échangeurs jouent un rôle important notamment dans la restauration et le

maintien des gradients ioniques contribuant au potentiel transmembranaire et à l'excitabilité

cellulaire. De plus, certains d'entre eux génèrent des courants ioniques alors que d'autres

sont électroneutres.

1.6.1 Pompe Na+-K+-ATPase

La pompe Na+-K+-ATPase régule la concentration intracellulaire d'ions Na+ en

expulsant ceux-ci de la cellule tout en faisant entrer les ions K+. Pour ce faire, elle doit

consommer de l'énergie sous forme d'ATP étant donné qu'elle dirige les ions contre leurs

gradients de concentrations. Ainsi, pour chaque molécule d'ATP consommée, la pompe

Na+-K+-ATPase expulse trois ions Na+ et fait entrer deux ions K+ à l'intérieur de la cellule.

Elle est donc électrogène, produisant un courant sortant nommé Ip.
43

Du point de vue structural, la pompe Na+-K+-ATPase retrouvée dans le cœur est

constituée d'une sous-unité a catalytique et d'une glycoprotéine, la sous-unité p. Ce sont

des protéines transmembranaires ayant respectivement dix et un domaine

transmembranaire.43 La sous-unité a est largement responsable de l'activité catalytique de

la pompe Na+-K+-ATPase et de ses caractéristiques pharmacologiques, alors que la sous-

unité p a un rôle important dans le transport, la maturation et l'insertion adéquate de la

pompe dans la membrane plasmique.43'44 Trois isoformes de sous-unités a (a l , a2 et a3)
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et deux de sous-unités p (pi et P2) ont été identifiées dans les oreillettes, les ventricules et

le septum.45

Le courant produit par la pompe Na+-K+-ATPase (Ip) hyperpolarise la cellule

lorsqu'elle est au repos et a un effet repolarisateur lors du potentiel d'action.46 Au même

titre que les autres courants ioniques, il a aussi un rôle à jouer dans la régulation du profil

du potentiel d'action cardiaque. De fait, une étude a démontré que l'inhibition de la pompe

par la dihydro-ouabaïne prolongeait la durée du potentiel d'action dans les fibres de

Purkinje.47 La pompe Na+-K+-ATPase influence également le fonctionnement de

l'échangeur Na+/Ca2+, comme nous le verrons dans la prochaine section.

1.6.2 Échangeur Na+/Ca2+

L'échangeur Na+/Ca2+ échange un ion Ca2+ pour trois ions Na+. Il a été identifié

pour la première fois par Reuter et Seitz48 dans le cœur et par Baker et al.49 dans l'axone de

calmar. Il consiste en une protéine ayant neuf hélices a transmembranaires, dont les quatre

premières sont séparées des autres par un long domaine cytoplasmique nommé "f-loop".

Ce dernier possède des sites de phosphorylation et de liaison à l'ATP ainsi que d'autres

sites de régulation alors que les hélices a sont responsables du transport des ions Na+ et

Ca2+.' Dans le cœur, l'échangeur Na+/Ca2+ est retrouvé particulièrement en abondance

dans les tubules T.50' "' II joue un rôle important dans la régulation de la concentration

intracellulaire de Ca2+, dans le couplage excitation/contraction cardiaque et aussi dans la

détermination de la durée du potentiel d'action.52' 53 Pour bien comprendre son

fonctionnement, expliquons d'abord comment s'effectue le couplage excitation/contraction.

Dans le cœur adulte des mammifères, ce couplage, qui définit comment la

dépolarisation de la membrane plasmique initie la contraction cardiaque, dépend

d'interactions entre deux systèmes membranaires. Le premier est formé d'extensions de la

membrane plasmique. Ce sont les tubules T, qui propagent les potentiels d'action vers

l'intérieur des myocytes cardiaques. Le deuxième système, appelé "réticulum

sarcoplasmique", est une région spécialisée du réticulum endoplasmique retrouvée dans les
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cellules eucaryotes. Lorsque le potentiel d'action est propagé dans les tubules T, des ions

Ca2+, qui entrent à l'intérieur de la cellule au-travers de canaux calciques de type L, vont se

fixer sur des canaux situés dans la membrane du réticulum sarcoplasmique et les ouvrent.

Ces canaux, qui sont souvent appelés "récepteurs de la ryanodine", libèrent alors des ions

Ca2+ qui vont se lier à la troponine C associée aux filaments d'actine, ce qui provoque la

contraction cardiaque.54

L'échangeur Na+/Ca2+ est un antiport qui permet à l'un et l'autre de ces ions de

traverser la membrane plasmique vers l'intérieur ou l'extérieur de la cellule, mais toujours

dans des directions opposées. La direction du flux ionique dépend du potentiel

transmembranaire. Au début du potentiel d'action, l'échangeur fait entrer les ions Ca2+

dans la cellule et sortir les ions Na+, ce qui crée un petit courant sortant repolarisateur.

Lorsque le réticulum sarcoplasmique libère des ions Ca2+ au début de la contraction

cardiaque et que le potentiel de membrane se repolarise, le flux ionique s'inverse, créant un

courant entrant ralentissant la repolarisation.55 Ainsi, la sortie de calcium, qui permet au

cœur de relaxer, est favorisée par l'électronégativité observée lors de la diastole alors que

l'entrée de calcium, qui augmente la contractilité, est mise à profit lors de la systole.1 En

d'autres termes, l'échangeur Na+/Ca2+ amène toujours le flux de calcium dans la direction

qui permet de maintenir le cœur à l'état où il se trouve (repos ou excitation), d'où son rôle

dans le couplage excitation/contraction.

Environ 80% de la sortie de calcium des cellules cardiaques est assurée par

l'échangeur Na+/Ca2+.48 L'énergie requise à l'échangeur pour transporter le calcium est

fournie par le gradient de sodium de part et d'autre de la membrane plasmique et donc,

indirectement, par la pompe Na+-K+-ATPase.56

1.6.3 Échangeur Na+/H+

La production d'énergie dans le cœur génère des protons. Certains mécanismes sont

donc nécessaires pour prévenir l'acidose intracellulaire, qui nuirait à la contractilité des

cellules cardiaques. À l'intérieur de la cellule, le pH normal est aux environs de 7,2. Il est
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maintenu grâce à l'action de certains échangeurs, dont le plus important est l'échangeur

Na+/H+. Celui-ci, en utilisant l'énergie du gradient de sodium, fait sortir un ion H+ de la

cellule et entrer un ion Na+. Par conséquent, il est électroneutre.57 Environ 60% des

protons qui doivent être expulsés des cellules cardiaques le sont grâce à cet echangeur.

Le cœur exprime plusieurs isoformes de l'échangeur Na+/H+, mais le principal est

NHE1.59 Il est retrouvé majoritairement dans les disques intercalaires des cellules des

oreillettes et des ventricules, à proximité de la connexine 43, et dans les tubules T.60 C'est

une protéine possédant un domaine à 12 segments transmembranaires responsable de

l'échange ionique et un domaine cytoplasmique impliqué dans la régulation de l'échange.61

Bien qu'ayant un rôle très important dans le maintien du pH intracellulaire dans le

cœur normal, l'acidose induite par l'ischémie cardiaque représente un stimulus majeur

activant l'échangeur Na+/H+.62 L'ischémie cardiaque est un manque d'oxygène et de

nutriments dans les tissus cardiaques, suite au blocage d'une artère coronaire. L'activité,

ainsi que les niveaux d'ARNm de l'échangeur Na+/H+, sont augmentés lors de cette

pathologie.63 Il semble d'ailleurs que cet echangeur pourrait être potentiellement impliqué

dans les effets néfastes de l'ischémie cardiaque.62 Tout d'abord, tel que mentionné plus

haut, l'activation de l'échangeur augmente la concentration intracellulaire de Na+. Ensuite,

l'ischémie cardiaque est reconnue pour inhiber la pompe Na+-K+-ATPase.62'64 II y a donc

une augmentation importante de la concentration intracellulaire de Na+ lors de cette

pathologie, ce qui entraîne une forte entrée d'ions Ca2+ dans la cellule via l'échangeur

Na+/Ca2+.65 Cette surcharge calcique, quant à elle, diminue l'excitabilité et la contractilité

des cellules cardiaques, tel qu'observé lors de l'ischémie.66' 67

1.7 Correspondance entre les phases du potentiel d'action et l'activité des canaux
ioniques

Les niveaux d'expression des canaux ioniques dont il a été question dans les

sections 1.5 et 1.6 diffèrent d'une région à l'autre du muscle cardiaque. De plus, certains

canaux sont spécifiques à des régions précises du cœur. Le profil du potentiel d'action est

d'ailleurs très étroitement relié à l'activité des différents canaux ioniques. Dans cette
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section, nous verrons plus précisément quel est le lien entre les phases du potentiel d'action

et l'activité des canaux ioniques retrouvés dans le cœur.

1.7.1 Phase 0

Dans les myocytes ventriculaires et auriculaires et les fibres de Purkinje, la phase 0

du potentiel d'action est caractérisée par le passage rapide du potentiel transmembranaire

d'environ -90 mV jusqu'à +30 mV. Ce phénomène résulte de l'activation des canaux Nav,

qui sont responsables du courant /#„. Il y a alors un influx rapide et massif de charges

positives à l'intérieur de la cellule, causant sa dépolarisation. Les canaux Nav s'activent

très rapidement lors de la dépolarisation cellulaire, à partir d'un potentiel membranaire

situé entre -70 et -60 mV.69 C'est pourquoi la dépolarisation des cellules est si rapide,

c'est-à-dire entre 500 et 1000 V/sec, par exemple, dans les fibres de Purkinje.11

Cependant, cette phase du potentiel d'action est beaucoup plus lente dans les

cellules des nœuds sinusal et auriculo-ventriculaire, ce qui suggère que les canaux Nav

n'ont pas un rôle prépondérant dans la dépolarisation de celles-ci. Il semble que ce serait

plutôt les canaux Cav de type L qui soient responsables de la génération des potentiels

d'action dans ces cellules46 et qui réguleraient également leur automaticité. En effet, une

étude a démontré que le courant Ica,L était impliqué de façon significative dans la

dépolarisation des cellules du nœud sinusal chez le lapin70 et chez la souris.71 De plus, il a

également été mis en évidence qu'une inhibition pharmacologique du courant Ica,L

ralentissait considérablement l'activité d'automatisme dans des cellules isolées du nœud

sinusal de lapin, in vitro.72 Les canaux Cav de type L s'activent à partir d'un potentiel

membranaire d'environ -20 mV.73

1.7.2 Phase 1

La phase 1 du potentiel d'action des myocytes ventriculaires et auriculaires et des

fibres de His et Purkinje est une repolarisation transitoire. Celle-ci a lieu suite à
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l'inactivation des canaux Nav et à l'activation de canaux Kv responsables d'un courant

potassique transitoire sortant (I,o), qui s'activent à un potentiel transmembranaire supérieur

à -30 mV.74 Chez l'humain, comme chez plusieurs autres espèces, il semble que deux

types de courant It0 soient présents dans le cœur, soient It0/ et Il0iS.
75 Les deux courants

s'activent et s'inactivent rapidement, mais It0,s récupère de son état d'inactivation beaucoup

plus lentement que 4>/.76 Chez l'humain, ces deux courants sont impliqués dans la phase 1

du potentiel d'action, mais / t o ï n'est présent que dans le ventricule.77

Un courant Cl", nommé It02, est aussi impliqué dans la phase 1 du potentiel d'action

des ventricules et des fibres de Purkinje. Il s'agit d'un courant sortant repolarisateur

dépendant du calcium,78' 79 qui a été découvert par Dudel et al. en 1967, dans les fibres de

Purkinje.80 Les myocytes auriculaires et ventriculaires de lapin possèdent un courant

transitoire bloqué à plus de 80% par la 4-aminopyridine, un inhibiteur de It0.
n La

composante insensible à cet inhibiteur, lt02, est bloquée par la caféine et la ryanodine, deux

agents affectant le relargage du calcium du réticulum sarcoplasmique. Le courant It02 est

par ailleurs absent lorsque la concentration en chlore est réduite. Ainsi, il a été suggéré que

ce courant chlore était produit par un canal activé par le relargage du calcium à partir du

réticulum sarcoplasmique. Le canal Cl" responsable du courant It02 est du type C1C et lors

d'une surcharge calcique, il est impliqué dans le développement d'arythmies cardiaques.82

1.7.3 Phase 2

La phase 2 est la phase de plateau du potentiel d'action. Elle est caractérisée par un

équilibre entre l'entrée et la sortie de charges positives de la cellule. L'allure et la durée de

la phase de plateau sont influencées par la proéminence de la phase 1. Plus cette

proéminence est marquée, comme dans les myocytes de l'oreillette, par exemple, plus le

plateau sera incliné et court. Dans les myocytes ventriculaires et auriculaires et les fibres

de Purkinje, l'entrée de charges positives se fait principalement grâce aux canaux Cav de

type L.83 Ceux-ci semblent être exprimés partout dans le cœur des mammifères.84 L'entrée

des ions Ca2+ par les canaux Cav de type L provoque un relargage de Ca2+ du réticulum

sarcoplasmique, qui coïncide avec le début de la contraction cardiaque.85
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L'entrée de charges positives (ions Ca2+), qui tend à dépolariser la cellule, est

contrebalancée par la sortie d'ions K+ au travers de canaux potassiques repolarisateurs

responsables de courants sortants, qui s'activent à un potentiel transmembranaire d'environ

-30 mV. Deux courants potassiques repolarisateurs, soient I& (produit par le canal

Kvll.3) et IKS (produit par KV7.1) sont souvent rencontrés dans le cœur de nombreuses

espèces et ils s'activent respectivement de façon relativement rapide et lente. Cependant,

chez certaines espèces ou dans certains types de cellules, seul le courant IKr ou I& est

présent. Par exemple, les deux courants sont exprimés dans les oreillettes et les ventricules

chez le cochon d'Inde86'88 et l'humain89"91 ainsi que dans les ventricules de chien.92' 9Î Par

contre, seul le courant IKT est présent dans les oreillettes et les ventricules de rat.94 Chez

l'humain, outre les courants I& et IKS, le courant ultra rapide IKW (produit par le canal

Kvl.5) est aussi en partie responsable de la repolarisation des myocytes de l'oreillette.95

Ensuite, le courant IKATP (produit par Kir6.2/SUR2A) peut être impliqué lors de la

phase 2 du potentiel d'action dans des circonstances particulières. Dans les myocytes

ventriculaires, il joue un rôle important lors de stress métaboliques comme ceux

occasionnés par l'ischémie cardiaque, par exemple, en raccourcissant la durée du potentiel

d'action et en augmentant la sortie de potassium.96'97 Le courant IKATP est inhibé par l'ATP

intracellulaire et activé par une diminution du rapport ATP/ADP à l'intérieur de la cellule.97

Le courant IKATP est également présent dans les oreillettes.98 Enfin, lors de stimulations par

un agoniste cholinergique, le courant IKACH (Kir3.1/3.4), sensible à l'acétylcholine, peut

aussi intervenir lors de la phase 2; dans un tel cas, la durée du potentiel d'action est réduite

et les myocytes sont moins excitables.99

1.7.4 Phase 3

Les canaux Cav de type L s'inactivent lors de la phase 3 du potentiel d'action et la

sortie d'ions K+ par les canaux potassiques repolarisateurs devient plus importante, ce qui

provoque une repolarisation assez rapide de la cellule. Dans les myocytes auriculaires et

ventriculaires et les fibres de Purkinje, les principaux courants potassiques repolarisateurs

mis en jeu à la phase 3 sont les mêmes que ceux qui sont impliqués dans la phase de
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plateau, soit, tel que mentionné plus haut, Inur dans l'oreillette et Ixr et/ou IKs dans le

ventricule, les fibres de Purkinje et les oreillettes. Les courants jfcr et IKS sont également

impliqués dans la repolarisation des cellules du nœud sinusal et le courant 7^r, dans la

repolarisation des cellules du nœud auriculo-ventriculaire. Finalement, un courant

potassique non dépendant du temps est aussi impliqué dans la repolarisation ventrieulaire et

auriculaire, bien qu'étant exprimé en plus grande quantité dans le ventricule:90 il s'agit de

IKI-100'
 101 Ce courant est produit par le canal Kir2.1 et il est impliqué dans la dernière

partie de la phase 3: il agit sur la durée du potentiel d'action et l'intervalle QT.102

1.7.5 Phase 4

La phase 4 est celle du potentiel de repos, soit approximativement -90 mV. À la fin

du potentiel d'action, la cellule est repolarisée et de nouveau excitable. IKI, un courant

potassique décrit un peu plus haut, est le principal courant impliqué dans le maintien du

potentiel de repos.103' 104 Deux autres courants, soient IKACH et IKATP, peuvent

éventuellement intervenir dans le maintien du potentiel de repos, respectivement lors de

stimulations par un agoniste cholinergique et lors d'une réduction intracellulaire du rapport

ATP/ADP comme pendant une ischémie.96' 97'105' 106 La pompe Na+,K+-ATPase ainsi que

l'échangeur Na+/Ca2+ sont aussi impliqués dans le rétablissement du potentiel de repos.103

En atteignant le potentiel de repos, les cellules du nœud sinusal se dépolarisent

automatiquement jusqu'au seuil d'ouverture des canaux calciques.107 Parmi les

mécanismes responsables de cet automatisme, on retrouve notamment l'activation du

courant pacemaker l/os et la désactivation du courant 7A>.109
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Figure 4. Distribution des principaux courants ioniques à chacune des phases du potentiel

d'action dans les ventricules (gauche) et les oreillettes (droite). Les courants orientés vers

le bas sont des courants entrants alors que ceux qui sont orientés vers le haut sont des

courants sortants. Adaptée de Nerbonne et Kass.101
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2. Canal potassique hKvJ.5

Les canaux potassiques sont un groupe de macromolécules transmembranaires

formant des pores hautement sélectifs aux ions K+ et qui représentent une classe des plus

diversifiée de canaux ioniques activés par le voltage, en termes de structure et de

fonction.110'111 Une caractéristique importante des canaux potassiques est qu'ils peuvent
119

s'ouvrir et se refermer en fonction du potentiel transmembranaire. Ce sont des canaux

dits "rectifiants", car leur aptitude à produire un courant ionique est influencée de manière

non linéaire par le potentiel transmembranaire.113 On les retrouve dans tous les organes,

incluant le cœur, les muscles lisses, le cerveau, le pancréas, les reins, les poumons et les

muscles squelettiques. Les canaux potassiques produisent la repolarisation dans les tissus

excitables.112 De ceux-ci, par exemple, hKvl.5 est retrouvé particulièrement en abondance

dans l'oreillette humaine,114 où il joue un rôle déterminant dans la repolarisation et la durée

de la phase de plateau du potentiel d'action cardiaque.11 ' 15 Le nom du canal réfère à sa

provenance (h pour humain), sa fonction (K pour canal potassique), sa dépendance au

voltage (v) et la famille à laquelle il appartient (1.5, c'est-à-dire famille 1 (Shaker), membre

5). La figure 5 représente les arbres phylogénétiques des familles de canaux potassiques

dépendants du voltage.
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Figure 5. Arbres phylogénétiques des canaux Kv. Les familles Kvl-Kv6 et Kv8-Kv9 sont

montrées en a, la famille Kv7 en b et les familles KvlO-Kvl2 en c. Les canaux potassiques

pertinents pour l'électrophysiologie cardiaque sont marqués d'un astérisque. D'autres

noms donnés à ces différents canaux ioniques sont indiqués entre crochets, de même que le

locus chromosomique sur lequel se trouve le gène codant pour chacun d'eux chez l'homme.

Adaptée de "The IUPHAR compendium of voltage-gated ion channels".116
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2.1 Séquence nucléotidique et localisation dans le génome humain

Le gène codant pour le canal hKvl.5, appelé hKvl.5, est situé sur le chromosome

12pl3.117 Il a une taille de 1842 pb, n'a qu'un seul exon, et sa séquence nucléotidique

figure au numéro d'accès NT086792 sur le site internet du National Center for

Biotechnology Information (NCBI) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). On peut également

voir la séquence d'ARNm de hKvl.5 sur le site du NCBI, par exemple aux numéros d'accès

NM_002234, M60451 et M83254.

Le gène Kvl.5 de l'humain (hKvl.5) est très semblable à celui d'autres espèces

animales. Par exemple, son taux d'identité aux gènes Kvl.5 du rat et de la souris est de

85% et, par rapport à celui du chien, il est de 90%. Au niveau de la protéine, on note 83%

d'identité et 86% de similarité par rapport aux protéines du rat et de la souris. Lorsque l'on

compare la protéine humaine à celle du chien, on remarque 85% d'identité et 87% de

similarité. Les comparaisons de séquences nucléotidiques et peptidiques ont été faites à

l'aide des programmes blastn et blastp accessibles sur le site internet NCBI. Les séquences

d'ARNm à partir desquelles les alignements ont été faits figurent sur le site NCBI aux

numéros d'accès NM_002234, _145983, _012972 et _001006645 pour l'humain, la souris,

le rat et le chien (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/).

2.2 Structure du canal hKvl.5

Le produit du gène hKvl.5 est une protéine transmembranaire de 605 acides
lin

aminés d'un poids moléculaire de 66 640 Da, qu'on appelle la sous-unité a du canal

hKvl.5. Celle-ci est constituée de six segments transmembranaires hydrophobes (SI à S6)

reliés entre eux par des chaînes d'acides aminés et flanqués de deux longues extrémités

NH2- et COOH-terminales intracellulaires. Le segment transmembranaire S4 contient des

acides aminés chargés positivement et sert de senseur de voltage.119 La chaîne peptidique

reliant les segments S5 et S6, pour sa part, traverse deux fois la membrane cellulaire et

forme le pore du canal (région P).
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Dans le pore des canaux potassiques, il y a une région hautement conservée qui sert

de filtre sélectif aux ions K+. Plus spécifiquement, une séquence de trois acides aminés,

GYG, a été retrouvée dans presque tous les canaux potassiques clones et des expériences de

mutagenèse dirigée sur cette séquence ont mené à la perte de la sélectivité aux ions K+.120

Pour hKvl.5 comme pour plusieurs autres canaux potassiques dépendants du voltage, cette

séquence s'étend à huit acides aminés, soient TMTTVGYG.11 Cette séquence signature

est située entre les acides aminés 477 et 484 dans le canal hKvl.5.112

La structure présumée d'une sous-unité a est montrée à la figure 6A. Elle est basée

sur d'importantes homologies de séquences entre les canaux Shaker de la mouche

Drosophila melanogaster et plusieurs canaux potassiques de mammifères (i.e. les canaux

potassiques de type Shaker). Par exemple, la séquence peptidique du canal Shaker D de la

mouche (transcrit variant D, numéro d'accès NM_167592 sur le site NCBI) est 68%

identique et 79% similaire au canal Kvl.5 de l'humain.

Les gènes codant pour les canaux Shaker de Drosophila melanogaster sont situés

sur le chromosome X de la mouche, sur une unité de transcription de plus de 110 Kb qu'on

appelle le locus Shaker. Grâce à des mécanismes d'épissage différentiel et alternatif, ce

locus peut être exprimé en une famille de protéines différentes, mais de fonctions

apparentées. Le calcul des indices d'hydropathie, qui permet de détecter les groupements

aminés hydrophiles et hydrophobes, a mis en évidence que plusieurs de ces protéines

avaient six segments transmembranaires121 et leur structure a été schématisée tel que

montré à la figure 6A.

Le canal hKvl.5 est formé de l'assemblage de quatre sous-unités a identiques: c'est

un tétramère. À cet effet, un modèle général a été mis au point, selon lequel un canal

potassique fonctionnel serait constitué de telle façon. Ce modèle découle d'études

d'interactions entre la toxine de scorpion et des canaux Shaker de Drosophila melanogaster

de type sauvage et mutés (insensibles à la toxine) combinées à la technique de microscopie

électronique,122' 123 qui ont mis en évidence que ces canaux étaient des tétramères. Comme

dans le cas de la structure présumée de la sous-unité a, il a été déduit que tous les canaux

potassiques de type Shaker formaient probablement des tétramères du fait de leurs

homologies de séquences.
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Chez les canaux potassiques de type Shaker, dont hKvl.5, l'assemblage en un
124-127tétramère se fait par la liaison entre les régions P ' et les portions cytoplasmiques des

128-1segments transmembranaires S5 et S6, tel qu'indiqué à la figure 6B.

Kvl.5 Kv(32.1

©JO^J»j#

Figure 6: A. Structure des protéines transmembranaires formant les sous-unités a et P qui,

en s'associant l'une à l'autre, produisent le courant potassique 1KW. La sous-unité a

(hKvl.5) est constituée de six segments transmembranaires dont le quatrième, qui est

porteur d'acides aminés chargés positivement, sert présumément de senseur de voltage.

Entre les cinquième et sixième segments transmembranaires se trouve une région qui est

impliquée dans la formation du pore du canal potassique hKvl.5. La protéine hKvp*2.1 est

cytoplasmique et représente l'une des sous-unités fi pouvant s'associer à la sous-unité a

dans le cœur humain. B. Vue transversale du canal, qui est formé de quatre sous-unités a

assemblées entre elles par leurs segments transmembranaires 5 et 6. Le pore du canal est

indiqué à l'aide d'une flèche.

La figure 6A représente le modèle de sous-unité a le plus communément décrit dans

la littérature actuelle pour les canaux potassiques de type Shaker. Cependant, il y a

quelques années, Jiang et al.131 ont proposé un autre modèle après avoir déterminé la



32

structure cristallisée du canal potassique KvAP de l'archaebactérie thermophile Aeropymm

pernix. La séquence en acides aminés de ce canal est très semblable à celles des canaux Kv

des eucaryotes et KvAP a les mêmes propriétés électrophysiologiques que ces derniers.132

Le modèle proposé par Jiang et al. pour la sous-unité oc du canal KvAP est montré à la

figure 7. Selon ce modèle, les segments SI et S2 des sous-unité a formant le tétramère sont

situées contre le pore du canal; les senseurs de voltage (S3(b) et S4), attachés de façon

flexible aux segments S2 et S5 via la boucle S3 et le linker S4-S5, flottent dans la

membrane à l'interface protéine-lipide et peuvent bouger librement lorsque le canal

s'active; finalement, les segments S5 et S6 sont positionnés de façon à entourer le flux

ionique traversant le pore.133

Milieu extra cellulaire

S3 loop

S4-S5 linker

Figure 7. Modèle de la sous-unité a du canal potassique KvAP d'Aeropyrum pernix. Les

segments SI et S2 sont situés contre le pore. Le segment S3 est formé de deux hélices a

(S3(a) et S3(b)) séparées par une boucle (S3 loop). Les senseurs de voltage (S3(b) et S4)

sont situés à l'interface protéine-lipide et sont reliés aux segments S2 et S5 par la boucle S3

et le linker S4-S5. Le trait orange représente le filtre sélectif et la flèche indique la

direction du flux ionique. Adaptée de Jiang et al.131
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Le modèle conventionnel d'activation des canaux dépendants du voltage stipule que

le segment S4 (senseur de voltage) sort vers l'extérieur et fait une rotation lors de

l'activation, sans changer l'orientation des autres composantes du canal. Cependant, selon

le modèle de Jiang et al.} x lorsque le canal s'active, les senseurs de voltage se réorientent

dans la membrane en tirant sur le linker S4-S5 et sortent vers l'extérieur du canal, ce qui

fait ouvrir le pore.133 La figure 8 illustre ces deux modèles d'activation.

A. Modèle conventionnel

&v

B. Nouveau modèle

AV

Figure 8: A. Modèle conventionnel d'activation des canaux dépendants du voltage, selon

lequel le senseur de voltage, chargé positivement, sort vers l'extérieur et se retourne en

faisant ouvrir le pore, sans aucun autre changement de conformation du canal. B. Le

nouveau modèle propose que les senseurs de voltage se réorientent de près de 90° et

poussent sur la membrane plasmique de façon à faire ouvrir le pore du canal lors de

l'activation. Adaptée de Jiang et al.nx

2.2.1 Formes pleine longueur et tronquée de hKvl.5

Deux formes de hKvl.5 ont été identifiées dans l'oreillette humaine: la forme pleine

longueur et une forme tronquée.114'118 En fait, la présence d'un codon d'initiation à la

position 210 de la protéine pleine longueur permet l'expression d'un canal dont l'extrémité
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NH2-terminale est tronquée et qu'on nomme hKvl.5AN209.134 Il a aussi été suggéré que

cette forme du canal hKvl.5 résulterait d'une protéolyse post-traductionnelle dans les

cellules de mammifères.135

La région tronquée dans hKvl.5ÀN209 inclut une portion importante du domaine

Tl.136 Ce dernier est une région cytosolique hautement conservée chez les canaux

potassiques dépendants du voltage.137 Il joue un rôle important notamment dans la stabilité

du canal135 ainsi que dans les propriétés d'activation et d'inactivation.134 Dans les canaux

intacts, le domaine Tl est aligné avec le pore du canal.138 La figure 9 montre la structure

bi-dimensionnelle des canaux intact (FL hKvl.5) et tronqué (hKvl.5ÀN209).

FLhKv1.5 hKv1.5AN209

Figure 9. Structure bi-dimensionnelle d'un canal hKvl.5 intact (FL hKvl.5, pleine lon-

gueur) et tronqué (hKvl.5AN209). Le domaine Tl est aligné sous le pore dans le canal

intact, alors qu'il est tronqué en grande partie dans le canal hKvl.5AN209. Adaptée de

Kurata et al. 1.(7

2.3 Propriétés électrophysiologiques de hKvl.5

Le modèle classique de Hodgkin-Huxley pour le canal potassique rectifiant retardé

dans l'axone du calmar a décrit deux états de conductance des canaux potassiques en

réponse au changement de voltage transmembranaire:10 l'état "permissif correspondant à
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l'activation du canal suite à la dépolarisation et l'état "non permissif ', qui est la fermeture

du canal. Plus tard, il a été proposé que les canaux potassiques pouvaient passer par trois

états de conduction:139 fermé-» ouvert-* inactivé. Lorsque le canal est ouvert, les ions K+

peuvent traverser le pore, mais ils ne le peuvent plus lorsque le canal est fermé ou inactivé.

Les transitions entre ces trois états dépendent du potentiel transmembranaire et du

temps.140"142

Les canaux potassiques rectifiants retardés, dont hKvl.5, s'activent avec un certain

délai suivant l'application d'un voltage de dépolarisation,114 d'où le terme "retardés". Ce

délai indique que les canaux, avant de s'ouvrir, passent par des états non conducteurs

dépendants du voltage.140'142'143 Le canal potassique hKvl.5 est responsable du courant

rectifiant retardé ultra-rapide Iicur-nA'I44146 Ce courant s'active rapidement et s'inactive très

peu et très lentement. Il passe également par les états dits de réactivation, puis de

désactivation. La figure 10 représente, à l'aide d'un système imagé de portes, les différents

états de conduction du canal hKvl.5.
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2.3.1 Activation

Le canal hKvl.5 commence à s'activer à des voltages supérieurs à -30 mV et sa

vitesse d'activation augmente rapidement avec la dépolarisation.147 Par exemple, les

constantes de temps d'activation rapide (xfast) de hKvl.5 obtenues par une modélisation

mathématique bi-exponentielle sont respectivement, en moyenne, de 16.1±3.4 et 4.3±3.1

msec à -20 et +20 mV.148 De plus, le courant s'active après un certain délai, ce qui donne à

la courbe d'activation une allure sigmoïdale.147

Tel que mentionné plus haut, le segment S4 de chacune des sous-unités a formant

les canaux potassiques dépendants du voltage détecte les changements de potentiel

transmembranaire de la cellule. Il contient un acide aminé chargé positivement (lysine ou

arginine) à toutes les trois positions, le reste étant constitué d'acides aminés non

chargés.119'149'150 Il a été démontré que des mutations neutralisant les résidus chargés du

segment S4 réduisent la sensibilité au voltage.119' 149' 151 Toutefois, des mutations

n'affectant pas le nombre de charges dans cette région ont également altéré la dépendance

de l'activation au voltage.119' 152"154 Par une combinaison des techniques de marquage

fluorescent spécifique de site et de voltage clamp, une étude a démontré un mouvement des

charges du segment S4 vers l'extérieur de la cellule, lors de la dépolarisation.155 Ce

mouvement de charges permet le passage d'un courant sortant accompagnant l'ouverture

du canal: c'est l'activation.

Le segment S6 des canaux potassiques dépendants du voltage est également

important lors de l'activation. Au niveau moléculaire, le segment S6 a été identifié comme

étant un constituant potentiel du pore.129 Liu et al.156 ont démontré que les résidus 470 à

477 de la région S6 du canal potassique Shaker devenaient accessibles seulement lorsqu'il

était à l'état activé, suggérant que le mouvement d'une "porte" intracellulaire régulerait

l'accès au pore. Plus précisément, il semble que cette "porte" serait située entre les résidus

470 et 474.156 En fait, le déplacement du senseur de voltage induirait la rotation des

segments S6 de chacune des sous-unités a, ce qui créerait l'ouverture du canal.157' 158

Par ailleurs, des études de mutagenèse dirigée ont démontré que certaines mutations

dans la région cytoplasmique du segment transmembranaire S6 de hKvl.5 altéraient la



39

stabilité de la porte d'activation, ce qui influencerait la rotation des segments S6 lors de

l'ouverture du canal.158 Par exemple, les mutations T505I, T505V, V512A et V512M ont

causé un décalage de la courbe d'activation vers des voltages plus négatifs ainsi qu'un

ralentissement de la fermeture du canal.158

2.3.2 Inactivation

L'inactivation du canal potassique hKvl.5 est très lente, partielle et n'a lieu qu'à des

voltages de forte dépolarisation.147 Par exemple, lorsque le canal est exprimé dans des

cellules CHO, sa constante de temps d'inactivation rapide (tfast) à +40 mV, obtenue par une

modélisation mathématique bi-exponentielle, est en moyenne de 336±95 ms.148 De plus,

contrairement aux cinétiques d'activation, les cinétiques d'inactivation de hKvl.5 montrent

une dépendance très modeste au voltage.147

Il existe deux types principaux d'inactivation chez les canaux potassiques

dépendants du voltage: le type N est une inactivation rapide qui implique l'occlusion de la

face intérieure du pore par une structure en forme de boule à l'extrémité de la région N-

terminale; le type C, pour sa part, est une inactivation généralement plus lente qui est

causée par une constriction de la face extérieure du pore du canal,159"161 suite à la

réorientation de certains acides aminés dans cette région.162 Les deux types d'inactivation

s'opèrent chez le canal Shaker H4 de Drosophila melanogaster. Les mécanismes

impliqués dans l'inactivation de type C ont été mieux compris grâce à une étude faite sur le

canal Shaker H4:A6-46 (délétion de la portion du canal responsable de l'inactivation de

type N 161 '163). Selon cette étude, il semble que les chaînes latérales des acides aminés des

positions 448, 449 et 450 sont cachées dans la phase aqueuse du canal lorsque celui-ci est à

l'état fermé ou ouvert, mais qu'elles se réorientent en direction du pore lors de

l'inactivation de type C, créant la formation de ponts disulfure en position 448.162 II a été

proposé que lors de ce type d'inactivation, les canaux Kv occuperaient au moins trois états

conformationnels: un état initial ouvert hautement sélectif aux ions K+, un état moins

perméable à ce type d'ions et plus perméable aux ions Na+ et, enfin, un état non

conducteur.164' 165
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Plus récemment, une autre forme d'inactivation lente, le type U, a été caractérisée

chez plusieurs canaux potassiques dépendants du voltage, dont Shaker et Kv3.1.16

L'inactivation de type U est à son maximum à des potentiels transmembranaires où seule

une fraction des canaux sont ouverts, et est moins prononcée à des potentiels plus

positifs.166 La courbe de ce type d'inactivation en fonction du voltage est donc en forme de

U, d'où son appellation. Certaines études suggèrent que hKvl.5 pourrait avoir une

inactivation de type C et de type U. En effet, le canal hKvl.5 pleine longueur a une

inactivation de type C147'167 alors que hKvl.5AN209 montre une inactivation de type U.134

D'ailleurs, l'inactivation de type U a été associée à des délétions dans le domaine Tl.

Kurata et al.137 ont démontré qu'une délétion des 42 premiers acides aminés du domaine Tl

de Kvl.5 était suffisante pour entraîner une inactivation de type U. La figure 11 illustre un

schéma de hKvl.5 montrant les régions importantes du canal ainsi que des acides aminés

qui sont impliqués dans l'activation et l'inactivation.
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Figure 11. Schéma de hKvl.5 illustrant les régions importantes du canal (segments

transmembranaires SI à S6, pore, tourelle, filtre sélectif) ainsi que des résidus impliqués

dans l'activation et l'inactivation. La position de certains polymorphismes identifiés dans

hKvl.5 y est également indiquée; les polymorphismes encadrés sont ceux qui induisent un

changement dans la séquence peptidique. Voir la section 3.8 et le chapitre 2 pour plus de

détails au sujet des polymorphismes retrouvés dans hKvl.5. Adapté de Simard et al. 168

On constate donc que l'extrémité Nt^-terminale de hKvl.5 est très importante dans

le contrôle de l'inactivation. Elle interagit avec des protéines régulatrices, les sous-unités

P, qui modulent les cinétiques d'inactivation et qui imitent en quelque sorte l'inactivation

de type N.169 Trois sous-unités P, soient hKvpl.2 (originalement appelée KvP3), hKvpi.3

et KvP2.1, peuvent interagir avec l'extrémité NH2-terminale de hKvl.5, altérant

l'amplitude et la vitesse d'inactivation du canal.169"171 Ces trois sous-unités P sont

cytoplasmiques et sont exprimées dans le cœur, tant au niveau des oreillettes que des
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ventricules.170' 172' 173 Cependant, l'inactivation induite par une sous-unité P est

généralement partielle. C'est ce qui explique pourquoi le canal hKvl.5 ne s'inactive pas

complètement. En effet, les sous-unités p, dont hKvpi.2 et hKvpi.3, ne semblent pas se

lier de façon très stable à la sous-unité a, c'est-à-dire qu'elles vont et viennent entre

l'intérieur et l'extérieur du pore, ce qui fait que le canal peut se réouvrir sporadiquement au

cours de l'inactivation et produire ce qu'on appelle des courants transitoires.170 Ainsi,

l'inactivation ne peut être complète tant et aussi longtemps que les canaux ont la possibilité

de se rouvrir.170

Les sous-unités hKvpi.2 et hKvpi.3 induisent toutes deux une inactivation partielle

chez hKvl.5, mais celle-ci est plus importante en présence de hKvpi.2.17' En plus

d'induire une inactivation plus importante, hKvpi.2 ralentit considérablement la

désactivation et provoque un décalage de la courbe d'activation en fonction du voltage vers

des voltages plus négatifs.173 La sous-unité KvP2.1, pour sa part, augmente l'inactivation

de hKvl.5, accélère l'activation et provoque un décalage des courbes d'activation et

d'inactivation vers des voltages plus négatifs.

2.3.3 Désactivation et réactivation

Avant de pouvoir s'activer de nouveau, le canal hKvl.5, comme tous les canaux

ioniques dépendants du voltage, doit se désactiver suite à l'activation. La désactivation a

lieu lorsque la cellule est repolarisée. C'est une phase au cours de laquelle le canal

redevient à l'état de repos. La désactivation se caractérise par le retour du segment S4 à sa

position initiale dans la membrane cellulaire suite à l'activation du canal, à la sortie des

ions K+ et à la repolarisation.143

Chez certains canaux potassiques de type Shaker, le segment S4 est en quelque

sorte "immobilisé" de façon temporaire avant de pouvoir reprendre sa position initiale.174

Cette immobilisation a lieu lors des inactivations de types N et C.174' 175 Dans le cas du

canal hKvl.5, par exemple, la réactivation correspond à la dissociation des sous-unités a et

p. Elle est aussi illustrée par la réouverture de la "porte" d'inactivation sur la figure 9. En
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Pour hKvl.5, la désactivation et la réactivation se produisent rapidement et presque

simultanément.

2.4 Mécanismes de modulation de hKvl.5

En plus d'être dépendante du voltage membranaire, l'activité du canal hKvl.5 peut

être modulée par différents facteurs. Il y a la modulation par les kinases, qui phosphorylent

certains acides aminés sur les sous-unités a et p. Cette forme de modulation est très

importante dans la régulation de la fonction cardiaque.171 L'activité de hKvl.5 peut

également être modulée par le pH, des ions, des espèces réactives de l'oxygène et les

androgènes. Par ailleurs, il y a aussi des protéines accessoires qui influencent le degré

d'expression du canal à la surface de la cellule en contrôlant son transport et la formation

d'un canal fonctionnel. Par exemple, le transport du canal vers la surface de la cellule peut

être modulé par la présence de sous-unités p177 et les protéines SAP97178 et KChIP2, qui

contribue également à la formation de canaux Kvl.5 fonctionnels.179

2.4.1 Modulation par les kinases

Les protéines kinases A et C jouent un rôle important dans la transduction de

signaux a- et P-adrénergiques dans le cœur. ' La stimulation des récepteurs a-

adrénergiques active la PKC180'181 alors que la stimulation des récepteurs p-adrénergiques

active la PKA en augmentant les concentrations intracellulaires d'AMPc.180 Une étude

électrophysiologique faite sur des myocytes auriculaires humains a démontré que le courant

I^r était augmenté et inhibé respectivement par une stimulation des récepteurs P- et a-

adrénergiques.176 Ces effets seraient attribuables aux protéines kinases A et C.176

Les séquences d'ADNc de canaux hKvl.5 clones114' 118 possèdent des sites de

phosphorylation par la PKA et la PKC, tout comme celles des sous-unités Kvpi.2 et

Kvpi.3.182' 183 Cependant, il semble que la modulation du courant IKUV par ces protéines
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kinases soit dépendante de la sous-unités P avec laquelle le canal s'associe. En effet, Kwak

et a/.183 ont mis en évidence que l'augmentation du courant IKW par la PKA avait lieu

lorsque le canal hKvl.5 était co-exprimé avec la sous-unité hKvpi.3 dans des ovocytes de

Xenopus laevis, mais non en présence de la sous-unité hKvpi.2, ni de hKvl.5 seul. Pour ce

qui est de la PKC, son effet inhibiteur serait plutôt observé lorsque le canal est en présence

de la sous-unité hKvpi.3 et très minime avec hKvl.5 seul.182 Ces deux études suggèrent

que l'association de hKvl.5 avec différentes sous-unités p dans le cœur soit requise pour

une stimulation adrénergique adéquate.

Le courant IKUV peut aussi être modulé par la tyrosine kinase v-Src, qui s'associe, via

son domaine SH3, avec un domaine riche en proline dans la région NH2-terminale du canal

hKvl.5.184 Cette association, qui a été observée autant avec le canal hKvl.5 exprimé dans

les myocytes qu'avec le canal clone, inhibait le courant 1KW sans toutefois diminuer le

niveau d'expression de la protéine.184

Néanmoins, une autre étude a cependant démontré que la phosphorylation de

résidus tyrosine jouait un rôle important dans la régulation du niveau d'ARNm codant pour

le canal Kvl.5 dans des myocytes cardiaques de rat cultivés à faible densité.185

L'exposition de ces myocytes à des inhibiteurs de tyrosine kinase (genistein et tyrphostin

A25) prévenait la forte diminution du niveau d'ARNm de Kvl.5185 qu'on remarque

habituellement quand les myocytes cardiaques sont cultivés à faible densité.186 Le même

effet a été observé lorsque les myocytes cardiaques ont été co-cultivés avec des cellules

exprimant le récepteur RPTP(i (receptor-type protein tyrosine phosphatase (x).185 Ce

dernier est une protéine transmembranaire retrouvée dans le cœur187 et dont l'expression à

la surface des myocytes a été reconnue pour être régulée par des changements dans les

contacts de cellule à cellule.188 Plus précisément, en l'absence de contacts cellulaires, les

molécules de RPTPp, nouvellement synthétisées sont rapidement éliminées de la surface de

la cellule. Dans le cas contraire, elles s'accumulent dans les régions intercellulaires, ce qui

pourrait causer une déphosphorylation des résidus tyrosine des substrats présents aux

régions de contacts.18 Ainsi, selon l'étude de Hershman et Levitan,185 il semble que

RPTPfj. régulerait le niveau d'ARNm de Kvl.5 par l'intermédiaire des interactions de
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cellule à cellule et qu'il pourrait jouer un rôle important lors de conditions pathologiques

associées à une diminution des interactions cellulaires dans le cœur.

2.4.2 Modulation par le pH

Lors d'une ischémie cardiaque, le pH des myocytes peut s'abaisser jusqu'à 5,9.

Une étude a démontré que le canal Kvl.5 exprimé chez le rat était bloqué à des pH

extracellulaires acides (i.e. 5,3 et 6,3) comparables à ceux qui sont observés lors de cette

pathologie.190 Par exemple, un pH de 5,3 abaissait l'amplitude du courant de plus de 95%.

À un pH de 6,3 comparativement au pH physiologique de 7,3, l'amplitude du courant était

diminuée presque de moitié et, en présence de dépolatisations prolongées, l'inactivation

était largement augmentée. De plus, au pH le plus acide, le temps requis aux canaux pour

récupérer de l'état d'inactivation était de beaucoup supérieur. La réduction de l'amplitude

du courant suite à de courtes dépolarisations successives était également plus importante au

pH de 6,3. L'acidification extracellulaire a aussi causé un décalage de la dépendance au

voltage de l'activation vers des voltages plus élevés et augmenté le temps requis pour

atteindre une amplitude maximale de courant en réponse à la dépolarisation.190

Selon Steidl et Yool,190 le blocage du canal Kvl.5 du rat à pH acide serait

attribuable à la protonation du résidu H452 dans la boucle extracellulaire entre le segment

transmembranaire S5 et le pore du canal. Il a aussi été proposé, dans une étude faite sur

hKvl.5, que la lysine en position 487 (région pore-S6) était impliquée dans l'inhibition du

courant par les protons extracellulaires.191 Par exemple, à un pH de 5,9, alors que le canal

hKvl.5 sauvage a une conductance maximale relative (gmax) moyenne de 0,07, celle de

hKvl.5-R487V était de 0,92.192 La sensibilité de hKvl.5 à un pH acide était également

réduite en présence de la mutation H463Q (face externe du pore, la "tourelle"), l'histidine

en cette position étant l'homologue du résidu H452 du canal Kvl.5 du rat.192

La réduction, à pH acide, du courant produit par le canal Kvl.5 du rat ainsi que la

forte augmentation de l'amplitude de l'inactivation lors de dépolarisations prolongées

seraient vraisemblablement dues à l'accumulation de canaux en état d'inactivation de type
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C,190 tout comme c'est le cas pour le canal hKvl.5.192 Il semble que la liaison des ions H+

aux résidus H463 de la sous-unité a de hKvl.5 stabiliserait le canal dans un état

d'inactivation.192

La surface externe des cellules est chargée négativement dû à la présence de

groupements phosphate et de chaînes glycosylées. Lors d'une acidification, le nombre de

protons augmente considérablement et ceux-ci neutralisent des charges négatives à la

surface cellulaire en s'y accolant. Ils repoussent présumément aussi les charges positives

(majoritairement constituées d'ions K+) présentes à l'intérieur de la cellule par un

phénomène capacitif. Dans le cas d'une augmentation de pH, c'est la quantité de charges

négatives qui s'accroît (OH"), ce qui attire les charges positives vers la face interne de la

membrane cellulaire. Ainsi, les variations de pH provoquent des changements graduels du

potentiel dans le voisinage immédiat de la surface membranaire, ce qui peut modifier la

conformation de certains canaux ioniques dépendants du voltage. Ces gradients de

potentiels ont parfois la capacité de faire ouvrir ou fermer des canaux ioniques.193'194

Par exemple, une étude effectuée sur le canal potassique HERG a mis en évidence

qu'un pH extracellulaire de 8,0 décalait la courbe d'activation vers des voltages plus

négatifs comparativement à un pH extracellulaire de 7,4.l95 Les auteurs avaient donc pour

hypothèse que le canal HERG aurait pu voir le changement de champ électrique induit par

une augmentation des charges négatives, à la face interne de la membrane cellulaire,

comme étant une dépolarisation de la membrane et qu'il se serait activé à des voltages plus

négatifs. Suivant cette logique, les résultats observés à pH acide par Steidl et Yool190 sur le

canal Kvl.5 du rat pourraient aussi être une conséquence du changement de potentiel de

surface. Ainsi, la répulsion des charges positives intracellulaires par les protons pourrait

avoir causé un retard dans l'ouverture des canaux, d'où le décalage de la courbe

d'activation vers des voltages plus positifs et l'inactivation plus prononcée.

Enfin, plusieurs études ont démontré une augmentation de la durée des potentiels

d'action auriculaire et ventriculaire lors de l'acidification des myocytes cardiaques.196"200

L'inactivation de Kvl.5 induite à pH acide pourrait réduire le courant Inur et ainsi prolonger

la durée du potentiel d'action.190
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2.4.3 Modulation par les ions

Des travaux effectués il y a quelques années ont suggéré que des sites de liaison à

certains ions seraient présents sur les faces interne et externe du pore du canal hKvl.5 et

que ceux-ci pourraient réguler l'inactivation et la désactivation.167' 201 Fedida et al.167 ont

évalué l'effet d'une concentration intracellulaire de 135 mM de différents ions monovalents

sur l'inactivation du canal. Ils ont démontré que le Cs+ et le Rb+ diminuaient l'amplitude

de l'inactivation alors que les ions Na+ l'augmentaient de façon drastique, par rapport à ce

qui est observé avec le K+. De plus, l'amplitude de l'inactivation était inversement

proportionnelle à la grosseur des cations: la plus faible a été observée en présence du cation

le plus volumineux (Cs+) et la plus élevée, en présence du plus petit (Na+). Les auteurs ont

également noté que ces ions monovalents avaient très peu d'effets sur l'inactivation de

hKvl.5 lorsqu'ils étaient situés du côté extracellulaire. Ils ont suggéré que ces ions

régulaient l'amplitude de l'inactivation par saturation des sites de liaison aux cations dans

le pore du canal.167

L'effet des cations (Cs+, Rb+, K+, Na+ et NMG+ (./V-methyl-D-glucamine)) sur la

désactivation de hKvl.5 a pour sa part été évalué par Wang et al.201 à l'aide d'un canal

hKvl.5 rendu moins conducteur par l'introduction de la mutation W472F dans le pore. Le

canal muté produit alors des courants transitoires brefs, mais sa dépendance au voltage est

très semblable à celle du canal sauvage.202 Les résultats ont démontré que du côté

intracellulaire (130 mM), c'est en présence du Cs+ que la désactivation a été la plus rapide,

suivi, en ordre décroissant, des ions Rb+, K+, Na+ et NMG+. Au niveau extracellulaire,

c'est encore avec les ions Cs+ que les auteurs ont noté la désactivation la plus rapide, suivi

des ions Rb+ et Na+. Les ions NMG+ avaient quant à eux un effet semblable aux ions Na+.

Ainsi, ce sont les cations intracellulaires qui sont les plus efficaces pour réguler la vitesse

de la désactivation et les plus gros provoquent la désactivation la plus rapide chez

hKvl.5.201

Les cations divalents sont eux aussi bien connus pour modifier les propriétés

électrophysiologiques des canaux ioniques.203 Le canal Kvl.5 est particulièrement sensible

à différentes concentrations extracellulaires des ions zinc (Zn2+) et nickel (Ni2+). Par
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exemple, il a été démontré qu'une concentration extracellulaire de 1 mM de Zn + ralentit et

accélère respectivement les cinétiques d'activation et de désactivation du canal, en plus de

diminuer l'amplitude du courant d'une façon dépendante de la concentration et

indépendante du voltage. Ainsi, les ions Zn2+ produiraient à la fois un changement des

propriétés électrophysiologiques et un blocage du canal hKvl.5. Il a été proposé que,

lorsque présents dans le milieu extracellulaire, les ions Zn2+ se fixeraient au pore lorsqu'il

est à l'état fermé et réduiraient la sensibilité du canal au voltage tout en diminuant les

mouvements de charges conduisant à l'activation.203 De plus, la présence d'ions K+ et Cs+

extracellulaires supprime le blocage de hKvl.5 induit par les ions Zn2+ tout en n'ayant

aucun effet sur les changements qu'ils provoquent aux propriétés d'activation. Les effets

du Zn2+ sur hKvl.5 semblent donc être attribuables à la présence de deux sites de liaison

distincts.204 Les acides aminés H463 et R487, situés dans la "tourelle" et près de l'entrée du

pore, semblent être impliqués dans les effets des ions Zn2+ sur le canal hKvl.5.192 En effet,

l'inhibition du courant provoquée par ces ions serait substantiellement réduite par la

présence des mutations H463Q et R487V. Tout comme le fait la protonation des résidus

H463, la liaison des ions Zn2+ à ces derniers stabiliserait possiblement le canal hKvl.5 dans

un état inactivé.192

Les ions Ni2+ extracellulaires bloquent eux aussi le canal hKvl.5 d'une façon

dépendante de la concentration, mais contrairement au Zn2+, ils ne changent pas les

propriétés électrophysiologiques. De plus, ce blocage est réversible, indépendant du

voltage et dépendant de la fréquence de stimulation.205 En effet, Perchenet et Clément-

Chomienne205 ont noté que l'amplitude du courant en présence de Ni2+ était de plus en plus

réduite pour des fréquences de 0,02, 0,2 et 2 Hz. Ils ont aussi remarqué que plus le temps

d'incubation des canaux en présence des ions Ni2+ était prolongé avant l'application d'un

voltage de dépolarisation, plus le blocage était prononcé. Par ailleurs, le degré d'inhibition

du courant était directement proportionnel à la durée des épisodes de dépolarisation

imposés aux cellules.205 Ces résultats indiquent que les ions Ni2+ interagissent avec le canal

hKvl.5 lorsqu'il est dans un état non conducteur (i.e. au repos ou inactivé).205 Une étude

récente a démontré qu'une augmentation de la concentration extracellulaire de K+ ainsi que

la présence des mutations H463Q et R487V inhibent le blocage du canal hKvl.5 par le

Ni2+.206 Il semble que, comme le font les protons, les ions Ni2+ se lieraient aux résidus
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H463 de la sous-unité a, ce qui provoquerait l'inactivation du canal. Ce processus

d'inactivation impliquerait également le résidu R487.206

Enfin, il a aussi été démontré, récemment, qu'une concentration intracellulaire de 10

mM de Mg2+ diminue l'amplitude du courant produit par Kvl.5 d'une façon dépendante du

voltage tout en accélérant les cinétiques d'activation et d'inactivation.207

2.4.4 Modulation par les espèces réactives de l'oxygène

Une étude récente a démontré que le peroxyde d'hydrogène (H2O2), à des

concentrations pathophysiologiques (20 à 1000 ^M), accélérait les cinétiques d'activation

du canal hKvl.5 exprimé dans des cellules CHO et qu'il provoquait également un décalage

de la courbe d'activation vers des voltages plus négatifs.148 Ce décalage était toutefois

dépendant du voltage, puisque l'amplitude du courant était augmentée à des voltages

inférieurs à +20 mV et diminuée à des voltages de plus fortes dépolarisations.148 En bref, il

a été démontré que le H2O2 augmente l'amplitude du courant à des voltages correspondant

à la phase de repolarisation du potentiel d'action.148 Le H2O2 n'est pas, par définition, un

radical libre de l'oxygène, mais il est tout de même un oxydant important. La modulation

du canal hKvl.5 par le H2O2 pourrait être attribuable à l'oxydation de ses résidus cystéine,

mais aussi aux cascades de signaux intracellulaires.148 En effet, il est connu que le H2O2

réprime l'activité de l'adénylyl cyclase208 et que Kvl.5 est régulé par la PKA,183'209 tel que

mentionné plus haut.

Une autre étude rapporte que le canal Kvl.5 de la souris, exprimé dans des ovocytes

de Xenopus, était inhibé de façon drastique à des voltages élevés par le rosé de bengale, un

générateur classique d'espèces réactives de l'oxygène.210
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2.4.5 Modulation par les androgènes

II y a quelques années, une étude a démontré que l'intervalle QT ainsi que la durée

du potentiel d'action ventriculaire de la souris (espèce CD-1) étaient plus longs chez la

femelle que chez le mâle, et que la densité du courant ÏKW de même que le niveau

d'expression du canal Kvl.5 étaient largement supérieurs chez la souris mâle.21 Des

résultats similaires ont par la suite été mis en évidence chez un groupe de souris CD-1

castrées à l'âge de 37 jours (i.e. juste avant d'atteindre la maturité sexuelle)

comparativement à un groupe de souris mâles contrôles.212

Par ailleurs, une autre étude a comparé des souris des espèces CD-1 et C57BL/6,

dont les niveaux de testostérone sont respectivement normaux et très bas. Cette étude a

révélé que la densité du courant Inur était beaucoup plus grande chez les mâles de l'espèce

CD-1 que chez les femelles, mais qu'aucune différence n'était observée entre les sexes chez

l'espèce C57BL/6.213 En administrant de la dihydrotestostérone (DHT, un dérivé de la

testostérone qui ne peut pas être transformé en oestrogènes) aux souris mâles de l'espèce

C57BL/6, les auteurs ont remarqué une hausse importante de la densité du courant Ij(ur et du

niveau d'expression de Kvl.5. Ils ont noté les mêmes observations chez un groupe de

souris CD-1 castrées et traitées à la DHT. Enfin, l'administration de cette hormone aux

souris C57BL/6 mâles diminuait la durée du potentiel d'action ainsi que l'intervalle QT.

Cette étude semble donc démontrer que les hormones sexuelles mâles (androgènes)

régulent la repolarisation cardiaque et que la testostérone augmente la densité du courant

Ijcur de même que le niveau d'expression de Kvl.5.213

Les récepteurs des androgènes sont exprimés dans le cœur214 et la liaison d'un

androgène à son récepteur résulte en la formation d'un complexe actif qui se lie à l'ADN et

qui rehausse la transcription de gènes spécifiques.21 De plus, une grande partie de

l'élément ARE (androgen response élément), soit 14 nucléotides consécutifs sur 15, est

présente dans la région flanquant l'extrémité 5' du gène Kvl.5 de la souris.216 Ceci indique

que le canal Kvl.5 pourrait vraisemblablement être régulé par les androgènes, comme les

études mentionnées précédemment semblent le démontrer.
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2.4.6 Modulation de l'expression de surface

Le bon fonctionnement des canaux ioniques implique qu'ils soient assemblés

correctement, qu'ils aient la structure qui leur est propre et que leur expression à la surface

de la cellule soit adéquate. Plusieurs étapes sont nécessaires à la formation de canaux

ioniques fonctionnels. Brièvement, la biosynthèse des canaux potassiques de type Shaker,

par exemple, débute dans le réticulum endoplasmique, où ils sont simultanément

synthétisés et oligomérisés sous forme de tétramères.217 Ils sont ensuite transportés vers

l'appareil de Golgi, puis vers la surface cellulaire.218 Ainsi, leur processus de formation

étant complexe, de nombreux facteurs peuvent influencer leur niveau d'expression.

Tout d'abord, il a été démontré que le pore et les régions COOH- et NBb-terminales

de certains canaux ioniques pouvaient moduler leur expression à la surface cellulaire. Il

semble en effet que les acides aminés 504 à 511 et 533 à 537 du pore219 de même que le

motif VXXSL de l'extrémité COOH-terminale du canal Kvl.4 soient impliqués dans sa

forte expression de surface. Dans le cas de Kvl.5, une étude récente a mis en évidence que

certains acides aminés de la région NH2-terminale auraient une telle fonction. Cette

étude a démontré que le niveau d'expression de surface du canal Kvl.5 du rat, dans une

lignée de cellules HEK293 transfectée comme dans des myocytes auriculaires, était modulé

par une interaction avec le complexe dyneine-dynactine. Celui-ci est impliqué dans le

transport des endosomes de la surface vers l'intérieur de la cellule222 et son inhibition

augmenterait le niveau d'expression de Kvl.5 par un blocage de l'endocytose et une

redistribution des canaux à la surface cellulaire. La délétion des acides aminés 65 à 93

aurait cependant éliminé l'effet modulateur du complexe dyneine-dynactine.221 La région

délétée est riche en proline et possède deux sites consensus SH3 (RPLPPLP) de liaison à la

tyrosine kinase src.22 En introduisant des mutations uniquement dans le deuxième site

(RPLAALP) sur la protéine pleine longueur, Choi et al.221 ont obtenu les mêmes résultats

qu'avec le canal délété. Ainsi, il semble que la phosphorylation de résidus tyrosine sur le

canal Kvl.5, qui est d'ailleurs reconnue pour diminuer l'amplitude du courant,184 est

nécessaire à l'action du complexe dyneine-dynactine.221
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La protéine SAP97 est un autre régulateur de l'expression de surface de Kvl.5 et

elle est retrouvée en abondance dans le cœur.224 Elle s'associe, via son domaine PDZ [pour

PSD95 (post synaptic density protein), DlgA (Drosophila dise large tumor suppressor) et

ZO1 (protéine jonctionnelle de mammifère); les domaines PDZ sont des structures

globulaires de 80 à 90 acides aminés presque toujours retrouvées dans des protéines

cytoplasmiques], à une séquence particulière (xS/TxV) de la région COOH-terminale de

plusieurs canaux potassiques de type Shaker avant qu'ils ne soient ancrés dans la

membrane, ce qui module leur transport vers la surface de la cellule.225' 226 Par exemple, la

protéine SAP97 diminue l'expression de surface de Kvl.4.22 ' Par contre, lorsque SAP97

est co-exprimée avec le canal Kvl.5, le courant qu'il produit est largement augmenté.178'

II semble néanmoins que cette protéine agit sur Kvl.5 de façon indirecte et qu'elle

nécessite une région Ntb-terminale intacte. De fait, une étude a démontré que la protéine

SAP97, co-exprimée avec Kvl.5 dans une lignée de cellules HEK293, faisait augmenter la

densité du courant mais ne co-précipitait pas avec le canal. De plus, elle n'avait aucun effet

sur Kvl.5AN209.178 Récemment, une autre étude a rapporté que l'action de SAP97 serait

étroitement liée au résidu thréonine en position 15 du segment NH2-terminal du canal, qui

fait partie d'un site de phosphorylation par la PKC. Le remplacement de cette thréonine par

une alanine a complètement aboli l'effet de la protéine SAP97 sur le niveau d'expression de

surface de Kvl.5. Le même résultat a été obtenu en présence du canal sauvage suite à

l'inhibition de la PKC par la calphostine C, ce qui suggère que cette kinase serait impliquée

dans l'action de SAP97 sur l'expression de Kvl.5.228

Le niveau d'expression de surface de Kvl.5 est également modulé par l'action de la

protéine accessoire KCMP2 (Kv channel interacting protein 2),179 qui est elle aussi

exprimée abondamment dans le cœur.22 Il a en effet été démontré que cette protéine

s'associait avec le canal Kvl.5 de la souris, dans des cellules HEK293, diminuant

largement la densité du courant sans toutefois modifier les propriétés électrophysiologiques

du canal. Par ailleurs, des analyses d'immunohistochimie faites sur ces cellules ont

démontré que le complexe Kvl.5-KChIP2 était retrouvé plus particulièrement dans le

réticulum endoplasmique. Ainsi, KChIP2 pourrait diminuer l'expression de Kvl.5 à la

surface cellulaire en bloquant son transport du réticulum endoplasmique vers l'appareil de

Golgi.179
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Ensuite, certaines études ont rapporté que les sous-unités p pouvaient elles aussi

moduler le transport des canaux potassiques, bien qu'aucune d'elles ne porte sur Kvl.5. Il

semble en fait que l'interaction de la sous-unité P avec les sous-unités a aurait lieu dès le

début de la biosynthèse, ce qui favoriserait leur transport vers la surface de la cellule. C'est

le cas notamment du canal Kvl.2 cardiaque du rat, par exemple, pour lequel certains

travaux ont démontré qu'il s'associait à Kvp2 (la principale sous-unité p exprimée au

cerveau) dans le réticulum endoplasmique lors d'une co-expression dans une lignée de

cellules COS1.230 La sous-unité Kvp2 aurait alors vraisemblablement un rôle de

chaperone, favorisant entre autre la N-glycosylation et la stabilité du canal en plus

d'augmenter son niveau d'expression à la surface de la cellule.230 La N-glycosylation est

une modification post-traductionnelle reconnue pour favoriser un assemblage adéquat et

une plus grande stabilité de nombreux canaux potassiques tout en optimisant leur transport

vers la membrane cellulaire.231

Quelques études supplémentaires ont elles aussi démontré un rôle de chaperone

pour d'autres sous-unités p. Par exemple, des auteurs ont mis en évidence que l'interaction

de mKvP4 avec le canal Kv2.2 dans le cerveau de la souris augmentait considérablement

l'expression de ce dernier à la surface cellulaire.177 Des résultats semblables ont été

observés avec les sous-unités Kvpi.l et Kvp2.1 en présence du canal Kv4.3 du cerveau du

rat.23 ! Enfin, récemment, des auteurs ont remarqué que les densités des courants produits

par les canaux potassiques Kv2.1 et Kv4.3 étaient respectivement augmentées et diminuées

dans des myocytes ventriculaires d'une espèce de souris sur laquelle le gène Kvpi (codant

pour les sous-unités mKvpi.l, -1.2 et -1.3) avait été inactivé.233

Tout comme les sous-unités p, il semble que le domaine de tétramérisation (Tl) des

canaux potassiques dépendants du voltage servirait lui aussi de chaperone lors de leur

biosynthèse. Il se forme très tôt, alors même que le canal est encore attaché à la membrane

du réticulum endoplasmique.234' 2 ' II est impliqué dans la stabilisation du canal et il régule

son expression à la surface de la cellule.236



54

2.5 Modulation pharmacologique du canal hKvl .5

L'activité du canal hKvl.5 est influencée par plusieurs médicaments, dont certains

antiarythmiques des classes I, III et IV. Ces derniers modulent également d'autres canaux

ioniques. Il est en effet assez rare que les médicaments aient une action dirigée contre une

seule protéine cible. Par contre, d'autres agents découverts au cours des dernières années

semblent cependant agir plus spécifiquement sur hKvl.5 et des études cliniques ont

démontré qu'ils pourraient potentiellement être utilisés pour traiter les arythmies de

l'oreillette. Enfin, d'autres études ont démontré que le canal potassique hKvl.5 pouvait

aussi être affecté par l'action de médicaments utilisés notamment pour le traitement des

maladies de Parkinson et de Huntington.

2.5.1 Anti-arythmiques de classe I

Selon la classification de Vaughan-Williams, les antiarythmiques de classe I sont

divisés en trois groupes, soient IA, IB et IC. Ce sont tous des inhibiteurs de canaux

sodiques, mais ceux des classes IA et IC ont respectivement pour particularité additionnelle

de prolonger l'intervalle QT et de diminuer la vitesse de conduction.237 De ceux-ci, par

exemple, il est connu que la quinidine (classe IA) et la propafenone (classe IC) inhibent le

canal Kvl.5 en plus des canaux sodiques.23" La flecainide, un autre agent antiarythmique

de la classe IC, a aussi un effet inhibiteur sur le courant Inur, mais seulement chez certaines

espèces. En effet, des travaux ont démontré que cet agent inhibe le courant IKW du chien23'

mais pas celui de l'humain.240

2.5.2 Anti-arythmiques de classe III

Ces molécules bloquent les canaux potassiques de façon à prolonger la

repolarisation ainsi que la durée de la période réfractaire.237' 241 Plusieurs d'entre elles

peuvent provoquer des arythmies ventriculaires, comme c'est le cas du sotalol et du

dofetilide, par exemple.24 ~244 Les antiarythmiques de classe III sont par ailleurs dirigés
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principalement contre le courant /A>,245 mais certains d'entre eux peuvent également bloquer

IfCur ainsi que d'autres courants. Le tedisamil, qui inhibe plusieurs canaux potassiques,246 en

est un exemple. En plus de bloquer I& et IKS, il agit également contre It0, IKATP et IKUK- À

titre démonstratif, une concentration de 1 j^M de tedisamil inhibe le courant !&• de plus de

70%, mais a beaucoup moins d'effet sur les autres courants. Cependant, aucune donnée

quantitative n'a été rapportée au sujet d ' 2 4 7

2.5.3 Antiarythmiques de classe IV

Les anti-arythmiques de classe IV inhibent plus particulièrement les canaux

calciques.237 Il a toutefois été démontré que certains agents de cette catégorie, tels le

diltiazem, le verapamil et la nifedipine, pouvaient également diminuer l'amplitude du

courant produit par le canal hKvl.5. Une étude récente a démontré que le diltiazem inhibe

le canal hKvl.5 d'une façon dépendante de la fréquence de stimulation (de 11,7, 21,3 et

24,3% respectivement à 1, 2 et 5 Hz, en présence de 10 nM de diltiazem). Cet

antiarythmique de classe IV interagit avec hKvl.5 lorsque ce dernier est à l'état ouvert ou

inactivé. Par ailleurs, la courbe concentration-réponse du canal hKvl.5 pour le diltiazem

est biphasique, les IC50 étant de 4,8 nM et 42,3 juM.248 Le diltiazem a possiblement plus

d'affinité pour l'état ouvert ou inactivé de hKvl.5, ce qui pourrait expliquer l'allure

biphasique de la courbe dose-réponse. Pour ce qui est du verapamil et de la nifedipine, ils

inhibent le canal hKvl.5 à l'état ouvert et les IC50 sont respectivement de 20 et 6,3

^iM.2 4 9'2 5 0

2.5.4 Molécules dirigées plus spécifiquement contre hKvl.5

Plusieurs équipes de recherche ont pour objectif d'améliorer le traitement

pharmacologique de la fibrillation auriculaire (une forme d'arythmie affectant l'activité

électrique de l'oreillette) en tentant d'identifier des molécules qui corrigeraient les

symptômes de cette maladie sans affecter le fonctionnement des ventricules. L'intérêt est
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donc de mettre sur le marché des médicaments qui auraient une action spécifique aux

oreillettes. Étant donné que le courant ÎKW n'est exprimé que dans celles-ci,146 beaucoup

d'efforts sont consacrés à trouver des agents qui inhibent le canal hKvl.5

préférentiellement aux autres canaux potassiques et qui pourraient éventuellement être

utilisés comme antiarythmiques de classe III. L'essentiel de la littérature sur la modulation

pharmacologique du courant IKUT porte d'ailleurs sur ce sujet.

Au cours des dernières années, des études ont démontré que des molécules comme

l'AVE0118, le S9947, le S20951, le NIP-142, l'AZD7009 et le DPO-1, par exemple,

semblaient inhiber ce courant de façon plus spécifique que les anti-arythmiques connus.

Tout d'abord, l'AVE0118 est un composé de type bisaryl dont l'action inhibitrice est dix

fois plus prononcée pour le canal hKvl.5 que pour HERG (IC50 de 1,1 par rapport à 10 |xM

dans des cellules CHO).25 Il a aussi été démontré qu'il prolongeait significativement la

période réfractaire efficace dans l'oreillette de cochon (espèce German Landrace) sans

affecter l'intervalle QT,252 tout comme le font les biphényles S9947 et S20951.253 Des

résultats similaires ont également été observés avec le NIP-142 chez le chien.254 Ce dernier

est un composé de type chromane.238 L'ICso du courant I^ur pour le S9947, mesuré dans

des myocytes humains, est de 0,7 ^M.24> Par ailleurs, l'ICso de hKvl.5 a été évalué à 1,2

fjM pour le S20951 dans des ovocytes de Xenopus™ et à 4,75 pM pour le NIP-142 dans

des cellules HEK293.255

Pour ce qui est de l'AZD7009, il bloque les courants IKV (produit par HERG) et IKW

en plus de /#„. C'est un médicament qui est présentement en essais cliniques de phase II et

qui semble être très efficace pour le traitement de la fibrillation auriculaire. En effet, une

étude effectuée chez le chien a démontré que l'AZD7009 prolongeait la période réfractaire

de façon deux fois plus importante dans l'oreillette que dans le ventricule (33% versus

17%) et qu'il n'avait pas d'effet significatif sur l'intervalle QT.256

Enfin, tout comme les autres composés chimiques mentionnés dans la présente

section, le DPO-1, un oxyde de diphénylphosphine, augmente spécifiquement la période

réfractaire de l'oreillette tel que l'a démontré une étude faite chez le chien.257 De plus, des

travaux récents ont mis en évidence que dans des cellules CHO, ce composé inhibe le canal

hKvl.5 d'une façon dépendante de la fréquence de stimulation (IC50 de 0,16, 0,05 et 0,03
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|jM à des fréquences respectives de 0,1, 1,0 et 3,0 Hz). Dans des myocytes auriculaires

humains, les valeurs d'ICso du courant IKW pour le DPO-1, à ces mêmes fréquences, sont de

0,08, 0,04 et 0,03 j^M.258 Il semble par ailleurs que ce composé est beaucoup plus sélectif à

ÏKur qu'à d'autres courants ioniques. En effet, une concentration de 3 \xM de DPO-1 mise

en présence de myocytes ventriculaires de cochon d'Inde a bloqué les courants In, hr et IKS

de seulement 15, 3 et 25% respectivement et 1 \iM de cet oxyde de diphénylphosphine n'a

eu aucun effet sur It0 dans des myocytes auriculaires humains. Ces résultats indiquent

que le DPO-1 pourrait éventuellement être utilisé pour un traitement plus efficace des

arythmies auriculaires.

2.5.5 Autres agents pharmacologiques modulant le canal liKvl.5

Enfin, outre certains antiarythmiques classiques et les composés identifiés

récemment comme ayant une spécificité accrue pour /KU,/KV1.5, il existe aussi d'autres

agents pharmacologiques qui ont une action inhibitrice sur ces derniers. De ceux-ci, par

exemple, notons la cibenzoline, l'oxypeucedanine, le riluzole et le pergolide. La

cibenzoline est un antiarythmique, mais elle appartient à la fois aux classes la et III. C'est

un imidazole qui bloque plusieurs canaux sodiques, calciques et potassiques et qui traite la

fibrillation auriculaire paroxystique (i.e. qui se termine spontanément) de façon très

efficace.259' 260 Un pré-traitement à la cibenzoline chez des rats ayant subi des stimulations

rapides de l'oreillette afin de provoquer cette pathologie a diminué de façon significative

l'augmentation des niveaux d'ARNm de Kvl.5 qui est habituellement observée dans cette

condition.261

L'oxypeucedanine, pour sa part, est un dérivé du furocoumarin extrait de l'herbe

Angelica dahurica. On l'utilise par exemple pour traiter des problèmes menstruels et pour

soulager les maux de tête.26 L'ICso sur hKvl.5 exprimé dans des cellules Ltk~ a été

évaluée à 76 nM pour l'oxypeucedanine, qui n'a par ailleurs aucun effet inhibiteur sur le

canal HERG.263 Dans le cas du riluzole (un neuroprotecteur), son action inhibitrice a été

testée sur le canal Kvl.5 du cerveau du rat exprimé dans des cellules CHO, l'ICso ayant été

évaluée à près de 40 |xM.26' Pour ce qui est du pergolide, un médicament employé pour



traiter la maladie de Parkinson par stimulation des récepteurs de la dopamine,265 une étude

récente a démontré qu'il bloque le courant produit par le canal hKvl.5 exprimé dans des

cellules CHO, bien que l'ICso n'ait pas été calculée.266

Enfin, il a aussi été démontré que les cytochalasines A et B, des métabolites

fongiques qui détruisent les filaments d'actine,267' 268 inhibent le courant produit par le

canal hKvl.5 dans une lignée de cellules Ltk" (IC50 de 1,4 et 4,2 JJM respectivement). Une

concentration de 10 \iM de cytochalasine B bloque aussi le courant IKW d'environ 70% dans

les myocytes auriculaires humains.269

2.6 Les "channelopathies"

Le terme "channelopathies" réfère à des maladies qui sont causées par des mutations

dans des gènes codant pour des canaux ioniques. Les principales maladies cardiaques

pouvant être causées par de telles mutations sont listées au tableau III. Elles incluent

plusieurs types des syndromes du QT long (LQTS) et du QT court (SQTS), le syndrome de

Brugada, la fibrillation ventriculaire idiopathique, la tachycardie ventriculaire

catécholaminergique ou polymorphe, le trouble de conduction cardiaque, la

cardiomyopathie, le "sick sinus syndrome" et la fibrillation auriculaire. La figure 12

présente des exemples d'ECG illustrant les manifestations cliniques de certaines

"channelopathies" cardiaques.
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Tableau III. Liste des principales channelopathies cardiaques montrant la cause de chacune

d'elles ainsi que les gènes défectueux qui y sont associés et leur position sur le

chromosome. Adapté de Delisle et al. et Corrado et al.

Channclopathie

QT long: Romano-Ward (LQTl-6),

syndrome d'Anderson (LQT7),

syndrome de Timothy (LQT8)

LQT1

LQT2

LQT3

LQT4

LQT5

LQT6

LQT7

LQT8*

QT long: Jervell et Lange-Nielsen

JLN1

JLN2

Mort subite du nouveau-né

LQTS (nouveau-né)

Syndrome du QT court

SQT1

SQT2

SQT3**

Syndrome de Brugada

BS1

BS2

Fibrillation ventriculaire

idiopathique

IVF

Cause

IKs, i amplitude

IKr, i amplitude

INa, t courant tardif

[Ca2+]i altérée

IKs, 1 amplitude

IKr, t désactivation

IKi, i amplitude

Ica.L, non inactivé

IKs, i amplitude

IKs, i amplitude

INa, t courant tardif

IKs, i amplitude

IKr, i amplitude

IKr, î amplitude

IKs, t amplitude

IKi, î amplitude

INa, l amplitude

?

INa, l amplitude

Gène défectueux

KvLQTl (KCNQ1)

HERG (KCNH2)

SCN5a QiNaVl.5)

ANKB

MinK(KCNEl)

MiRPl (KCNE2)

Kir2.1 (KCNJ2)

CACNAlc

KvLQTl (KCNQ1)

MinK(KCNEl)

SCN5a{hNaV1.5)

KvLQTl (KCNQ1)

HERG (KCNH2)

HERG (KCNH2)

KvLQTl (KCNQ1)

Kir2.1 (KCNJ2)

SCN5a(hNaV1.5)

9

SCN5a(hNaV1.5)

Chromosome

Ilpl5.5

7q35-36

3p21-24

4q25-27

2 Iq22.1-22.2

21q22.1-22.2

17q23

12pl3.3

Ilpl5.5

2 Iq22.1-22.2

3p21-24

Ilpl5.5

7q35-36

7q35-36

Ilpl5.5

17q23

3p21-24

3p22-25

3p21-24
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Tableau III (suite):

Channelopathie

Tachycardie ventriculaire

polymorphe

CPVT1

CPVT2

Trouble de conduction cardiaque

CCD

Syndrome du sinus malade

Fibrillation auriculaire

Cause

t [Ca2+]i

t [Ca2+]i

INa, i amplitude

INa, 1 amplitude

If, i réponse à l'AMPc

IKs, t amplitude

IKi, t amplitude

hackground, t amplitude

Gène défectueux

hRyR2

CASQ2

SCN5a (hNaV1.5)

SCN5a (hNaVl.S)

HCN4

KvLQTl (KCNQ1)

Kir2.1 (KCNJ2)

MiRPl (KCNE2)

Chromosome

lq42-43

Ipl3-21

3p21-24

3p21-24

15q24-25

Ilpl5.5

17q23

21q22





62

A) ii:j • :-

JÈirr*

" i !

•il

: i ; .

ilp i

if"

il;;

....

i:

MM

. T'-;

Syndrome du QT long

C)

Torsades de pointes

j !

QTc
Qtc: 291 msec

Syndrome du QT court Syndrome de Brugada

E) »»—
-:[{

:.iit
, ^

î£±

rit! y
: .taas

* ! e| |

44+ f
-air

r t • -r—y 1y—

ï h

a

•

Fibrillation ventriculaire

F)

T i •

1
1 — * *

—p*

• :

^ ^

r ES ^ \

Wfïfc

i tfî±

3 'S

m

If

Tachycardie ventriculaire polymorphe

G)

Fibrillation auriculaire
400 msec



63

Le LQTS est multigénique. En effet, 90% des patients génotypes pour cette maladie

sont porteurs de mutations sur au moins deux des gènes ayant été associés à la maladie.276

Par ailleurs, les gènes en cause ont été identifiés chez seulement 50% à 70% des personnes

souffrant du LQTS.276"278 Ce syndrome se caractérise par une repolarisation ventriculaire

prolongée menant à de graves arythmies telles les torsades de pointes et la fibrillation

ventriculaire (voir plus loin), qui peuvent causer la mort subite. Sur l'ECG des patients

atteints, on remarque un intervalle QTc supérieur à 470 msec279 (Figure 12A). Ce dernier

est l'intervalle QT corrigé en fonction de la fréquence cardiaque selon la formule de

Framingham, soit: QTc = QT + 0,154 (1-RR),280 où RR correspond au temps écoulé entre

deux ondes R consécutives. Dans certains cas, on note également une onde U assez

prononcée sur l'ECG des personnes atteintes de LQTS.27 En fait, chez ces patients, la

repolarisation ventriculaire est tellement prolongée qu'elle est interrompue par des

dépolarisations précoces, d'où l'émergence d'arythmies ventriculaires. Par exemple, un

intervalle QT supérieur à 500 msec est interrompu par un complexe QRS prématuré qui

apparaît au niveau de l'onde T et il s'ensuit alors une série de battements ventriculaires

totalement désordonnés qui ont l'allure d'une courbe sinusale sur l'ECG. C'est ce qu'on

appelle les torsades de pointes (Figure 12B), qui peuvent elles-mêmes dégénérer en

fibrillation ventriculaire. Cette dernière se définit comme étant des contractions rapides,

multifocales et inefficaces des ventricules.1 Le LQTS a été découvert il y a plus de 40 ans

et c'est la channelopathie la mieux connue. À l'époque, on y distinguait deux phénotypes

cliniques, c'est-à-dire les syndromes de Romano-Ward et de Jervell et Lange-Nielson,
TOI TOI

d'après les noms de ceux qui les ont identifiés.

Le phénotype de Romano-Ward inclut six formes de LQTS identifiées de 1 à 6. Les

formes LQT1, 2, 5 et 6 prolongent la phase de plateau du potentiel d'action cardiaque en

réduisant les courants potassiques repolarisateurs. Les formes LQT1 et LQT5 sont causées

par des mutations dans les gènes KvLQTJ et MinK,2M' 2'5 qui codent respectivement pour

les sous-unités a et p du canal potassique responsable du courant /&. Les types LQT2 et

LQT6 sont attribuables à des mutations dans les gènes des sous-unités a et p du canal

produisant le courant IKr (HERG et MiRPl).2S6> 28? Le LQT3, quant à lui, est dû à des

altérations dans le gène SCN5a du canal sodique hNavl.5 qui diminuent l'inactivation,

causant une augmentation du courant INa tardif ainsi qu'une prolongation de la phase de
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repolarisation précoce (phase l)271 et de la durée du potentiel d'action.28' Plusieurs

mutations retrouvées dans les locus associés aux formes 1 à 3 du LQTS (Ilpl5.5, 7q35-36

et 3p21-24 respectivement) ont aussi été mises en cause chez des nouveau-nés atteints du

syndrome de la mort subite, qu'on appelle aussi le LQTS du nouveau-né.28 291 Enfin, pour

ce qui est du LQT4, il a été associé à des anomalies dans la protéine ankyrine-B menant à la

formation de complexes de signalisation macromoléculaires, qui altèrent les concentrations

intracellulaires de Ca2+ tout en réduisant les courants de repolarisation.292' 293

Le phénotype de Jervell et Lange-Nielsen est la forme récessive du LQTS,283 qui est

associée à des mutations homozygotes ou hétérozygotes dans les gènes KvLQTl et MinK,

qui réduisent l'amplitude du courant /j&294' 2 5 Des mutations hétérozygotes sur ces mêmes

gènes sont responsables de variants alléliques de LQTS du phénotype Romano-Ward

(LQT1 et LQT5).296

Deux autres formes de LQTS sont également connues. Il s'agit des syndromes

d'Andersen et de Timothy, aussi appelés LQT7 et LQT8 respectivement. Le syndrome

d'Andersen est attribuable à des mutations dans le gène Kir2.1 qui réduisent le courant IKi,

ce qui ralentit le retour de la membrane cellulaire vers le potentiel de repos.297 Pour ce qui

est du syndrome de Timothy, c'est la forme la plus létale de LQTS. Ce syndrome est

caractérisé par une repolarisation ventriculaire prolongée associée à plusieurs autres

anomalies telles que l'autisme, un retard de développement du langage, de l'hypoglycémie

paroxystique, une réponse immunitaire altérée et des malformations cardiaques. 272' 296

Actuellement, la mutation G406R dans le canal calcique Cayl.2, codé par le gène

CACNAlc, est la seule qui a été associée à ce syndrome. Cette mutation inhibe presque

totalement l'inactivation du canal, ce qui cause une surcharge calcique des cellules.27

Tous les patients reconnus jusqu'à présent comme étant porteurs de cette mutation sont

atteints du syndrome de Timothy.296

Enfin, certaines mutations ont également été associées au LQTS chez des nouveau-

nés qui sont morts subitement. Tout d'abord, Ackerman et al290 ont fait une analyse du

gène SCN5a chez 93 nouveau-nés morts subitement. Ils ont identifié la mutation A997S

dans l'exon 17 de ce gène chez un nouveu-né âgé de six semaines et la mutation R1826H

(exon 28) chez un autre qui avait un mois. Ces deux mutations sont situées dans des
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régions hautement conservées du canal sodique et elles n'ont pas été retrouvées chez 400

patients contrôles. Au niveau fonctionnel, les mutants A997S et R1826H augmentent de

deux à trois fois l'amplitude du courant tardif.290 Des mutations dans les gènes KvLQTl et

HERG, diminuant respectivement l'amplitude des courants IKS et /A>, ont également été

associées au LQTl et au LQT2 ainsi qu'à la mort subite du nouveau-né.291

Parmi tous les types de LQTS, les plus répandus sont le LQTl et le LQT2.270 Par

ailleurs, un fait intéressant à remarquer est que les différents types de LQTS se manifestent

parfois dans des situations diamétralement opposées les unes des autres. Par exemple, les

patients atteints du LQTl sont sujets à faire des syncopes et des arrêts cardiaques lors de la

pratique de sports (particulièrement la natation), alors que ceux qui souffrent du LQT3 sont

victimes de mort subite au repos ou pendant leur sommeil. Les sujets atteints du LQT2,

pour leur part, sont plus susceptibles d'avoir des symptômes lors d'émotions fortes ou de

stimuli sonores. La variété de mécanismes moléculaires qui sont impliqués dans

l'apparition du LQTS pourrait expliquer ses différentes manifestations cliniques.29

Le syndrome du QT court (SQTS) est une autre channelopathie cardiaque, qui a

récemment été découverte.300 Il est caractérisé par un intervalle QTc inférieur ou égal à

300 msec, conséquemment à une accélération de la repolarisation cardiaque271 (Figure

12C). Les symptômes cliniques du SQTS incluent l'arrêt cardiaque, la syncope, la mort

subite ainsi que des palpitations et/ou étourdissements.279 Ces derniers sont par ailleurs

presque toujours consécutifs à des épisodes de fibrillation auriculaire paroxystique,

l'incidence de cette arythmie de l'oreillette étant élevée chez les patients souffrant de

SQTS. Jusqu'à présent, seulement trois gènes ont été associés à ce syndrome, soient

HERG, KvLQTl et Kir2.1, qui causent respectivement les formes SQT1, SQT2 et SQT3 de

cette maladie. Des mutations augmentant l'amplitude des courants relatifs à chacun de ces

gènes (i.e les courants 1%?, IKS et /#/) seraient à l'origine des symptômes observés en

clinique.273'274' 301

Le syndrome de Brugada, pour sa part, est une forme de fibrillation ventriculaire

idiopathique, c'est-à-dire qu'il apparaît en l'absence de malformations cardiaques. Il

touche par ailleurs plus particulièrement le ventricule droit.302 Ce syndrome a une forte

prévalence en Asie du Sud-Est, où il affecte huit fois plus d'hommes que de femmes.303 Il
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est caractérisé par un bloc de branche droite et une élévation du segment ST sur l'ECG

(Figure 12D). Tout comme le LQTS, il peut également causer la mort subite.304 Le

syndrome de Brugada a été associé à plusieurs mutations dans le gène SCN5a.30

Cependant, il apparaît évident que d'autres gènes sont également impliqués dans la

pathogenèse de cette maladie. En effet, une étude de génotypage a rapporté que sur 130

sujets atteints de ce syndrome, seulement 20% étaient porteurs de mutations dans le gène

SCN5a.301 Il y a quelques années, il a d'ailleurs été rapporté qu'un locus sur le

chromosome 3 (3p22-25) était lui aussi associé au syndrome de Brugada, mais le gène en

cause n'a cependant pas encore pu être identifié.307

Plus de 30 mutations dans le gène SCN5a ont été associées au syndrome de

Brugada, entraînant toutes une diminution de l'amplitude du courant /#„. Un déséquilibre

des courants ioniques présents lors de la phase 1 du potentiel d'action de l'épicarde serait

vraisemblablement impliqué dans la pathogenèse du syndrome de Brugada. Ce dernier

entraîne une diminution des courants entrants /#„ et Ica ainsi qu'une augmentation relative

du courant repolarisateur It0. Par conséquent, le potentiel d'action de l'épicarde, qui a

normalement une forme de dôme, se raccourcit et devient plutôt triangulaire, créant un

gradient de voltage au niveau des phases 2 et 3 du potentiel d'action (dispersion de la

repolarisation) qui se traduit par une élévation du segment ST sur l'ECG. En présence du

syndrome de Brugada, les cellules du ventricule droit épicardique sont réactivées par des

gradients de voltage dus aux potentiels d'action plus longs provenant de régions voisines

dans le myocarde, ce qui occasionne de l'arythmie ventriculaire.308 Enfin, bien que

plusieurs mutations dans le gène SCN5a soient responsables du syndrome de Brugada, Akai

et al. 09 ont fait le lien entre la fibrillation ventriculaire idiopathique et une autre mutation

dans ce gène (S1710L) chez un patient japonais. Cette mutation diminuait elle aussi

l'amplitude du courant INa. Cependant, l'ECG du patient ne démontrait pas les

caractéristiques typiques du syndrome de Brugada.309 L'ECG des patients atteints de

fibrillation ventriculaire démontre une série d'oscillations chaotiques en remplacement des

complexes QRS (Figure 12E).1

La tachycardie ventriculaire catécholaminergique polymorphe (TVCP) est une

autre arythmie cardiaque qui peut être causée par des mutations dans des canaux ioniques.
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La tachycardie ventriculaire se distingue sur l'ECG par une série de complexes QRS élargis

qui ne sont pas précédés par des ondes P (Figure 12F). Elle est dite monomorphe si tous les

complexes QRS ont la même forme et polymorphe lorsqu'ils ont des formes différentes.1

La TVCP est cependant difficile à diagnostiquer car elle survient en l'absence de

malformations cardiaques et l'ECG des patients qui en sont atteints est apparemment

normal lorsqu'ils sont au repos.296 Bien qu'elle puisse se développer à l'âge adulte, la

TVCP se manifeste habituellement chez des enfants de plus de 10 ans, sous formes de

palpitations ou de syncopes induites par l'exercice ou des émotions fortes.302' 31° Elle peut

également provoquer la mort subite.302 La TVCP a été reliée à des mutations dans le gène

du récepteur de la ryanodine (hRyR2),m> 312 qui entraîneraient vraisemblablement une

hyperactivité de celui-ci bien que ce sujet demeure controversé.313 Postma et a/.314 ont

également identifié trois mutations introduisant des codons stop dans le gène de la

calséquestrine 2 (CASQ2) chez des patients atteints de TVCP. Le récepteur de la ryanodine

et la calséquestrine 2 sont importants dans le maintien des concentrations intracellulaires de

calcium des myocytes cardiaques. Les mutations qui y ont été retrouvées chez les sujets

souffrant de TVCP pourraient provoquer une surcharge calcique des myocytes, celle-ci

induisant à son tour une entrée d'ions Na+ via l'échangeur Na+/Ca2+. Dans un tel cas, la

repolarisation de la cellule est altérée, ce qui donne lieu à des post-dépolarisations

retardées. Celles-ci sont à l'origine des arythmies ventriculaires observées lors de la

TVCP.302 Enfin, bien que la majorité des cas de TVCP soient attribuables à des mutations

dans les gènes hRyR2 et CASQ2, certaines familles atteintes sont porteuses de mutations

dans d'autres loci, ce qui suggère l'implication d'autres gènes dans l'apparition de la

TVCP.302

Finalement, on en connaît beaucoup moins sur la génétique des quatre autres

channelopathies mentionnées au tableau III. Aussi appelé "maladie de Lenègre", le trouble

de conduction cardiaque est une atrophie progressive du nœud auriculo-ventriculaire et/ou

du faisceau de His et des fibres de Purkinje. Cette pathologie cause un bloc de branches

partiel ou un blocage auriculo-ventriculaire complet pouvant occasionner une syncope ou la

mort subite.310 La maladie de Lenègre a été associée à des mutations dans le gène SCN5a,

qui provoqueraient une diminution de l'amplitude du courant /M,.315
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D'autres mutations dans le gène SCNJa et ayant le même effet sur le courant /#„

ont aussi été associées au syndrome du sinus malade.316 Celui-ci est caractérisé par un

ralentissement de l'activité pacemaker des cellules cardiaques. Étant donné qu'il peut être

accompagné d'un blocage auriculo-ventriculaire et de tachycardies supra-ventriculaires, ce

syndrome est quelquefois appelé "syndrome bradycardie-tachycardie". Dans les cas

sévères, il peut provoquer des syncopes vagales, mais rarement la mort subite. Le

syndrome du sinus malade a aussi été relié à une délétion d'une paire de base dans le gène

HCN4 (1631delC), qui est responsable du courant pacemaker If?xl L'amplitude de ce

courant est normalement augmentée par une hausse de la concentration intracellulaire

d'AMPc, ce qui augmente la fréquence des battements cardiaques.318 Cependant, la

délétion rend le courant insensible à une telle situation, provoquant plutôt l'effet

contraire.317

Enfin, la fibrillation auriculaire (FA) est caractérisée par une série de contractions

rapides et désordonnées des oreillettes,1 se traduisant par une absence d'ondes P sur l'ECG

(Figure 12G). Jusqu'à présent, seuls les gènes KvLQTl,319' 320 Kir2.1m et MiRPl322 ont

été associés à la FA. Tout d'abord, Chen et a/.319 ont identifié la mutation S140G dans le

canal KvLQTl chez des membres d'une famille dont plusieurs étaient atteints de FA. Ils

ont proposé que cette mutation, qui augmente l'amplitude du courant //&, pourrait mener à

une diminution de la durée du potentiel d'action et de la période réfractaire319 qui sont

propres à la FA. Cependant, plusieurs membres de la famille porteurs de cette mutation

souffraient également du syndrome du QT long,319 ce qui est paradoxal puisque ce dernier

est plutôt associé à des mutations diminuant l'amplitude de /j&.284 Plus récemment, la

mutation V141M a été identifiée dans le canal KvLQTl et associée à la FA de même qu'au

syndrome du QT court chez un nouveau-né. Les effets de cette mutation sur le courant I&

sont semblables à ceux qui sont produits par S140G et ils confirment l'hypothèse qu'une

augmentation de l'amplitude de ce courant peut réduire la durée des potentiels d'action des

oreillettes et des ventricules.320

Par ailleurs, la mutation V93I a été identifiée dans le canal potassique Kir2.1 chez

tous les membres atteints de FA dans une famille chinoise. Cette mutation cause une

augmentation de l'amplitude du courant IKI, ce qui pourrait initier et/ou maintenir la FA
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chez les membres de cette famille.32 Pour ce qui est du gène MiRPl, il code pour une

sous-unité p pouvant s'associer à KvLQTl et produire un courant à activation

constitutive.323 La mutation R27C a été identifiée dans la sous-unité MiRPl de chacun des

membres atteints de FA parmi deux familles chinoises alors qu'elle était absente chez 462

Chinois en bonne santé et sans lien de parenté avec les deux familles.322 Il a été démontré

que MiRPl-R27C entraînait une augmentation de l'amplitude du courant de background et

que cette mutation était reliée à la FA chez ces familles chinoises.322

Cependant, les bases génétiques de la FA familiale étant encore très peu connues, il

est présentement impossible d'associer une mutation, dans un gène particulier, à cette

forme d'arythmie. Pour ce faire, il est d'abord nécessaire d'évaluer le pourcentage de cas

cliniques possédant cette mutation. Il est également important de déterminer les

polymorphismes communément retrouvés dans chaque gène afin d'éviter les faux positifs.

Ce processus est complexe, car il implique d'analyser l'ADN d'un grand nombre

d'individus de différents groupes ethniques. Par ailleurs, une mutation dans un gène donné

doit aussi être présente chez les membres atteints dans plusieurs familles et absente chez un

grand nombre d'individus témoins, ceci permettant de démontrer qu'elle a une forte

probabilité d'être la cause de la maladie. Enfin, il est très utile d'effectuer des études

d'association entre génotypes et phénotypes dans le but de définir l'impact de l'analyse

génétique sur le traitement de la maladie en clinique.296
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3. Fibrillation auriculaire

La fibrillation auriculaire (FA) est caractérisée par des battements rapides,

irréguliers et inefficaces des oreillettes. Elle est habituellement facile à reconnaître sur

l'ECG, où l'activité auriculaire (onde P) est remplacée par une série d'ondes irrégulières et

désordonnées qui apparaissent à une fréquence de plus de 350 par minutes.324 En effet, lors

de la FA, les myocytes auriculaires se dépolarisent entre 400 et 600 fois par minute, ce qui

est environ 10 fois supérieur au rythme normal. 5

La FA est l'arythmie cardiaque la plus répandue en clinique et elle est associée à des

taux de morbidité et de mortalité importants.326' 3 ? De plus, son incidence augmente avec

l'âge. On estime qu'entre 0,2 et 0,3% des individus de moins de 40 ans et 5% à 9% de

ceux qui ont plus de 60 ans sont atteints de FA. A l'heure actuelle, cette pathologie

affecte 2,3 millions d'habitants aux Etats-Unis.

3.1 Circuits de réentrées

L'élément initiateur de la FA est généralement un battement cardiaque prématuré,

qui fait en sorte que l'activité électrique ne se propage plus de façon adéquate dans le

myocarde. On parle alors d'activité ectopique ou de circuits de réentrées. Ces derniers

apparaissent lorsqu'un influx électrique donne lieu à la propagation de deux ou plusieurs

ondes de dépolarisation.1

Selon des observations visuelles, des enregistrements échocardiographiques et des

stimulations électriques sélectionnées, Mines a développé la notion de "longueur d'onde" et

il en a conclu que les circuits de réentrées surviennent lorsque la longueur de l'onde de

dépolarisation propagée dans le cœur est plus courte que celle qui est observée

normalement.330' 331 Cette notion a été quantifiée une trentaine d'années plus tard par

Wiener et Rosenblueth.33 ! Ceux-ci ont démontré que la longueur d'onde était équivalente

au produit de la période refractaire et de la vitesse de conduction (et donc à la distance

parcourue par l'onde de dépolarisation lors de la période refractaire) et qu'elle est critique

dans l'établissement d'un circuit de réentrée.
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En 1977, Allessie et a/.333 ont développé la théorie du "leading circle" (figure 13),

selon laquelle les circuits de plus courtes longueurs d'onde devraient stimuler les tissus

cardiaques à plus haute fréquence et ainsi devenir des circuits de réentrées et provoquer des

arythmies. Cette théorie a été démontrée chez le chien. L'implantation d'électrodes au

niveau des oreillettes et du faisceau de Bachmann a permis de stimuler le cœur de chiens à

des fréquences variables pour induire l'apparition de certaines arythmies telles la FA et le

"flutter" auriculaire, tout en enregistrant la longueur des ondes propagées. Dans l'oreillette,

celles-ci étaient en moyenne de 14 à 18 cm en rythme sinusal et inférieures à 7,8 cm et 9,7

cm respectivement en présence de FA et de "flutter",334 le "flutter" auriculaire étant une

activation rapide et ordonnée des oreillettes.1

Plus récemment, une autre théorie a été développée au sujet des circuits de

réentrées, soit celle de l'onde spiralée (Figure 13). Selon cette théorie, l'onde de

dépolarisation se sépare en un endroit où la vitesse de conduction est réduite dû à un bloc

de conduction et elle adopte une forme spiralée.335 Les caractéristiques de l'onde spiralée

diffèrent de celles du "leading circle" en deux principaux points. Premièrement, selon la

théorie de l'onde spiralée, l'émergence de circuits de réentrées nécessite que les tissus

soient excitables et que l'amplitude de l'onde de dépolarisation soit suffisamment grande

pour qu'elle puisse se propager efficacement; quant à la théorie du "leading circle", les

réentrées dépendent de la longueur de l'onde et de la taille des tissus. Deuxièmement, le

cœur de l'onde spiralée est excitable mais non excité, contrairement à celui de l'onde mise

enjeu dans la théorie du "leading circle" qui est non excitable.
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"Leading circle" Onde spiralée

Figure 13. Circuits de réentrées selon les théories du "leading circle" (gauche) et de l'onde

spiralée (droite). Dans le premier cas, la stabilité des circuits de réentrées est directement

proportionnelle à la taille des tissus cardiaques et inversement proportionnelle à la longueur

d'onde. Dans le deuxième cas, le maintien des circuits de réentrées dépend de l'excitabilité

des tissus et de l'amplitude de l'onde de dépolarisation. Le cœur de l'onde spiralée est

excitable (flèche), mais non excité. Adaptée de Nattel et a/.336

Certaines études337' 338 de même que des modèles mathématiques simulant l'activité

de l'oreillette lors de la FA339' 340 ont démontré que les circuits de réentrées observés en

présence de cette pathologie s'accordaient davantage avec la théorie de l'onde spiralée.

Selon cette dernière, la suppression de l'excitabilité des tissus par l'inhibition du courant

Iïia devrait mener à un agrandissement des ondes responsables des réentrées et ainsi

provoquer l'arrêt de la FA. Or, des travaux ont démontré que l'administration de

pilsicainide (bloqueur de canaux sodiques) chez des patients souffrant de FA chronique

diminuait considérablement la récurrence de la maladie après cardioversion.341 La théorie

du "leading circle" prédit plutôt que la FA devrait être soutenue dans une telle situation,

étant donné que la longueur des ondes de dépolarisation serait réduite vu la diminution de

la vitesse de conduction. Cependant, une étude faite chez la chèvre a mis en évidence que

des bloqueurs de canaux sodiques tels la cibenzoline, l'hydroquinidine, la flecainide et le d-

sotalol pouvaient provoquer l'arrêt de la FA sans toutefois augmenter la longueur des ondes

de dépolarisation.342
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Les circuits de réentrées observés lors de la FA sont souvent engendrés par un bloc

de conduction unidirectionnel causé par une détérioration non uniforme des fibres

auriculaires (par exemple, suite à une ischémie). La propagation de l'onde de

dépolarisation est alors bloquée dans un sens de la fibre et ralentie de l'autre. Prenons

l'exemple de la figure 14 pour expliquer ce qui se produit dans un tel cas. Lorsque la fibre

est intacte, le circuit emprunté par l'onde de dépolarisation est normal. Dans la fibre

auriculaire altérée, le temps de conduction de l'onde est ralenti, car celle-ci est stoppée par

le bloc de conduction dans la branche de gauche. Néanmoins, elle suit librement son

chemin dans celle de droite. Elle vient alors exciter la portion de la branche de gauche qui

n'avait pas été dépolarisée conséquemment au bloc de conduction et elle ré-excite la région

de la fibre qui avait été dépolarisée initialement. Cependant, cette ré-excitation survient au-

delà de la période réfractaire absolue mais avant qu'une nouvelle activité électrique

normale ne reprenne, ce qui crée un circuit de réentrée. Ce dernier produit un potentiel

d'action plus court et d'amplitude réduite au départ, ce qui peut engendrer un battement

cardiaque prématuré.



74

l ' i l» re

Circuit normal Bloc de conduction Circuit de réentrée

Temps de conduction
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Figure 14. Circuit de réentrée provoqué par un bloc de conduction unidirectionnel. Dans

la fibre auriculaire intacte, le circuit de l'onde de dépolarisation est normal. Le bloc de

conduction ralentit la vitesse de propagation de l'onde et crée une ré-excitation des tissus

dépolarisés initialement. Cette ré-excitation survient au-delà de la période réfractaire

absolue (PRA), ce qui réduit l'amplitude et raccourcit la durée du potentiel d'action et

donne lieu à un circuit de réentrée. La PRA s'étend du début de la dépolarisation jusqu'à la

ligne pointillée, sur le schéma de potentiel d'action (Voir section 1.3.2).

Certaines régions du cœur, de par leur structure, peuvent potentiellement être

génératrices de circuits de réentrées. C'est le cas, par exemple, des manchons musculaires

entourant les veines pulmonaires. Haissaguerre et <a/.34! ont démontré une activité

ectopique pouvant initier et même maintenir la FA chez certains patients. Selon des études

anatomiques et électrophysiologiques faites chez le chien, l'orientation des fibres

musculaires autour des veines pulmonaires change abruptement d'un alignement

longitudinal vers un alignement transversal, ce qui est sujet à diminuer la vitesse de

conduction et à causer des dépolarisations prématurées.344' Par ailleurs, il a été

démontré, à l'aide d'un modèle canin, que les myocytes situés près de ces veines ont un

potentiel de repos inférieur à celui des myocytes de l'oreillette gauche (-66 versus -74



75

mV). La vitesse de dépolarisation y est également plus lente (98 par rapport à 259 V/s) et

la durée du potentiel d'action est réduite de 16%,346 ce qui favorise les circuits de réentrées.

L'arythmogénicité à la base des veines pulmonaires ne jouerait cependant pas un rôle clé

chez les patients atteints de FA chronique.347

3.2 Remodelage électrique des oreillettes

II est maintenant bien connu que plus les épisodes de FA sont de longue durée, plus

la maladie est difficile à maîtriser. Wijffels et a/.348 ont provoqué et maintenu

artificiellement la FA sur un groupe de 12 chèvres à l'aide d'un fibrillateur auriculaire

automatique. La FA a été maintenue pendant des intervalles de temps variant entre 24

heures et deux semaines. Parallèlement, les auteurs ont suivi l'activité auriculaire de ces

chèvres sur ordinateur et ils se sont aperçu que la durée de la période réfractaire efficace

était réduite de 35% après 24 heures de FA soutenue. Ils ont également noté que plus la FA

était maintenue pendant une longue période, plus elle devenait persistante et facile à

induire. Ainsi, ces auteurs ont été les premiers à mettre en évidence que la FA "entretient"

la FA en provoquant un remodelage électrique des oreillettes.348

Un tel remodelage a par la suite été observé chez d'autres modèles animaux soumis

à des stimulations rapides des oreillettes.349"351 La forte augmentation du rythme cardiaque

des oreillettes, lors de la FA, semble donc être l'élément déclencheur de leur remodelage

électrique. Les mécanismes menant au raccourcissement de la période réfractaire efficace

de l'oreillette, chez les patients atteints de cette forme d'arythmie, sont encore peu connus.

Cependant, la surcharge calcique des cellules semblerait y jouer un rôle important.35

À chaque potentiel d'action, des ions Ca2+ entrent dans la cellule par l'intermédiaire

des canaux calciques de type L. Cette entrée de calcium est d'autant plus grande que la

fréquence cardiaque est élevée. Ainsi, lors de la FA, les concentrations intracellulaires des

ions Ca2+ atteignent des niveaux pouvant être toxiques pour les myocytes. Pour se

protéger, ceux-ci tendent à minimiser l'entrée de calcium en diminuant la densité du

courant Ica,L- Une étude a démontré que la stimulation rapide des myocytes auriculaires du

chien entraîne une inactivation (dépendante de la [Ca2+],) des canaux calciques de type L.353
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Un tel mécanisme de défense pourrait donc être mis à profit par les myocytes au cours des

premières minutes de FA. À plus long terme, on remarque une baisse d'expression des

canaux calciques. Pour être fonctionnels, ceux-ci requièrent l'assemblage de trois sous-

unités, soient a ie , a2a et p. Cependant, le rôle de chacune d'elles dans le fonctionnement

des canaux calciques n'est pas très bien connu. Par ailleurs, les mécanismes menant à la

diminution de l'expression de ces canaux lors de la FA sont encore controversés. Plusieurs

études ont démontré une baisse des niveaux d'ARNm codant pour la sous-unité a i e chez

l'humain.354"356 Cependant, Grammer et al.351 ont plutôt observé une diminution

significative de l'expression des sous-unités a2a et p. La réduction de la densité du

courant îca,i et de l'expression des canaux calciques entraîne à coup sûr une diminution de

la surcharge calcique lors de la FA, mais cela raccourcit également la durée du potentiel

d'action et de la période réfractaire efficace de l'oreillette (Figure 15),358 ce qui favorise les

circuits de réentrées et le maintien de la FA.
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Figure 15. Schéma représentant les mécanismes potentiellement impliqués dans le

remodelage électrique de l'oreillette lors de la FA. La fréquence cardiaque élevée induit

une surcharge calcique dommageable pour les cellules. Ces dernières luttent contre l'entrée

de calcium en inactivant le courant Ica,L et en abaissant l'expression des canaux calciques,

ce qui diminue la durée du potentiel d'action (DPA) et de la période réfractaire efficace

(PRE) tout en stabilisant la FA. Inspiré de Shiroshita-Takeshita et al359

Les niveaux d'ARNm codant pour les canaux potassiques Kv4.3 et Kvl.5 sont

également réduits chez l'humain lors de la FA, de même que la densité des courants qu'ils

génèrent (It0 et /&,•).3603e Ceci pourrait possiblement être un mécanisme de défense

emprunté par les myocytes pour lutter contre la diminution de la durée du potentiel

d'action. La FA diminue également la densité du courant IKATP et l'expression du canal



78

potassique Kir6.2.364' 365 On note au contraire une augmentation de la densité du courant

IKI ainsi qu'une plus forte expression du canal correspondant, Kir2.1, chez les patients

atteints de FA chronique.361' 366 Enfin, des études faites chez le chien ont démontré que

l'induction de la FA entraîne une diminution des niveaux d'ARNm du canal sodique et de

la densité du courant /M. 3 6 7 De tels résultats n'ont cependant pas été observés chez

l'humain.360' 364

Enfin, le remodelage électrique produit par la FA inclut également des changements

dans l'expression des jonctions gap, bien que les résultats à ce sujet soient passablement

controversés. Les jonctions gap sont responsables de la conduction de l'influx électrique

de cellule à cellule et elles sont formées de l'assemblage de deux connexons. Chacun de

ces derniers est constitué de six protéines appelées "connexines". Trois isoformes de

connexines sont exprimées dans le cœur: la 40 (retrouvée principalement dans l'oreillette),

la 43 et la 45. Une étude faite chez la chèvre a mis en évidence que la FA induite par une

stimulation rapide des oreillettes n'a pas eu d'effet sur la connexine 43, mais a produit une

diminution et une hétérogénéité de l'expression de la connexine 40. En effet, alors que

celle-ci est distribuée également dans les oreillettes en conditions normales, les auteurs ont

retrouvé des régions (0,15 à 0,60 mm de diamètre, totalisant 25% de la surface auriculaire)

dans lesquelles la densité de connexine 40 était faible suite à l'induction de la FA. Le

niveau d'expression de cette connexine est demeuré inchangé dans les zones entourant ces

régions.36" Cependant, chez l'humain, la FA a été associée autant à une augmentation369'
370 qu'à une diminution371' 372 de l'expression de la connexine 40 ainsi qu'à une

redistribution de cette dernière vers les bords latéraux des myocytes auricuaires.369 Chez le

chien, c'est une augmentation du niveau d'expression de la connexine 43 qui a été

rapportée suite à l'induction de la FA.373 Récemment, cet effet a aussi été remarqué chez

l'humain.370

3.3 Remodelage structural des oreillettes

Depuis plus de vingt ans, un bon nombre d'études ont démontré que la FA entraîne

des changements structuraux importants dans les oreillettes, tels une fibrose des tissus
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auriculaires et une dilatation, ce qui entrave sérieusement leurs fonctions. Il semble que la

fibrose pourrait potentiellement être induite par l'angiotensine II, un agent hypertenseur de

huit acides aminés dont l'expression est augmentée lors de la FA.374 D'une part,

l'angiotensine II stimule la prolifération des fïbroblastes cardiaques375' 3 6 et, d'autre part,

elle augmente leur adhésion au collagène dans le cœur humain, un processus important

lors de la cicatrisation. Des études ont par ailleurs démontré une diminution significative

de la fibrose induite par la FA chez des chiens traités avec du candesartan, un bloqueur des

récepteurs de l'angiotensine II.377' 37S

Enfin, il existe une relation claire entre la FA et la dilatation des oreillettes.

Cependant, il est difficile de savoir si cette dilatation est une cause ou une conséquence de

la maladie. Néanmoins, Sanfilippo et al.219 ont démontré une augmentation moyenne du

diamètre des oreillettes de près de 40% en 20,6 mois chez des patients atteints de FA. Ces

derniers n'avaient pas de malformations cardiaques ni de maladies cardiovasculaires autres

que la FA et leurs oreillettes avaient une taille normale au début de l'étude, ce qui suggère

que l'hypertrophie auriculaire serait une conséquence de la FA.379 Par la suite, il a été

démontré que le diamètre des oreillettes de patients atteints de FA chronique était réduit

suite à la restauration du rythme sinusal par une cardioversion.380' 381 L'hypertrophie

auriculaire induite par la FA a également été démontrée chez le chien.349

3.4 Remodelage ultra-structural des oreillettes

La FA modifie également l'ultra-structure des oreillettes. Morillo et al.349 ont

provoqué cette forme d'arythmie chez des chiens et, en utilisant la technique de

microscopie électronique, ils ont noté une augmentation importante du nombre et de la

taille des mitochondries ainsi qu'une fragmentation du réticulum sarcoplasmique.349 Ces

modifications ont aussi été observées quelques années plus tard chez la chèvre, où

l'induction de la FA a également provoqué une myolyse, une accumulation de glycogène et

une dispersion de la chromatine dans les nucléoplasmes.38 Ces altérations ressemblent à

celles qui sont typiques du myocarde hibernant383 et elles sont les signes d'une

dédifférenciation des myocytes. Des travaux ont d'ailleurs rapporté la présence de
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myocytes auriculaires hibernants chez des patients ayant fait de la FA suite à un pontage

coronarien, ces myocytes présentant une accumulation de glycogène et une dispersion de la

chromatine.384

Ensuite, une étude effectuée sur une lignée de myocytes auriculaires de souris (HL-

1) a mis en évidence qu'une stimulation excessivement rapide de ces cellules diminue

l'expression de la sous-unité a i e du canal calcique de type L consécutivement à

l'activation de protéases telle la calpaïne I.385 En plus de dégrader les canaux ioniques,

cette dernière pourrait aussi s'attaquer aux myofilaments, comme c'est le cas des caspases

(d'autres protéases du myocarde).386' L'activité de la calpaïne I est largement

augmentée chez l'humain lors de la FA.384' 388 Une désintégration importante des

myofilaments a par ailleurs été observée dans les oreillettes de patients atteints de cette

pathologie, ce qui suggère que la calpaïne I pourrait être impliquée dans la perte de

contractilité des tissus auriculaires qui est propre à la FA.388

3.5 FA et risque de thromboses et d'embolies

Une thrombose est la formation d'un caillot dans un vaisseau sanguin ou dans une

des cavités du cœur (oreillettes ou ventricules) alors qu'une embolie se définit comme étant

l'obstruction d'un vaisseau sanguin par un corps circulant (ex.: plaque d'athérome rompue).

La FA résulte en quelque sorte en une absence de contraction des oreillettes, ce qui

provoque une stagnation du sang dans ces cavités du cœur et éventuellement la formation

de caillots. C'est pourquoi cette forme d'arythmie est associée à un risque considérable de

thromboses et d'embolies,389 dont plus particulièrement les accidents vasculaires cérébraux

(AVC). On estime que près de 15% des AVC sont attribuables à la FA.390

Chez les patients atteints de FA, 90% des caillots sanguins (thrombus) responsables

des AVC se forment dans l'appendice de l'oreillette gauche.391 Dans un tel cas, le

thrombus quitte l'oreillette gauche et bloque une artère cérébrale ou une artère carotide.39

L'hypercoagulabilité observée lors de la FA se traduit par des niveaux élevés de

fibrinogène, de D-dimère de fibrine, de P-sélectine et du facteur von Willebrand.393' 394 Le

fibrinogène se trouve dans le plasma sanguin et contribue à la formation de la fibrine, une
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substance protidique filamenteuse, blanchâtre et élastique qui enserre les globules sanguins

lors de la coagulation. Le D-dimère de fibrine reflète le turnover intra-vasculaire de la

fibrine et est un marqueur de la formation de thrombus.395 Pour ce qui est de la P-sélectine

et du facteur von Willebrand, ce sont respectivement des marqueurs de l'activation des

plaquettes et de dommages et dysfonctions des cellules endothéliales.396 Une étude

effectuée sur 994 patients atteints de FA a démontré un lien entre l'incidence des AVC et

les niveaux sanguins accrus du facteur von Willebrand, mais pas de la P-sélectine, ce qui

suggère que les dommages aux cellules endothéliales ou le facteur von Willebrand lui-

même pourraient être d'une importance particulière dans le caractère pro-thrombotique de

la FA.394 Par ailleurs, il semble que la protéine C réactive (CRP), un marqueur de

l'inflammation dont la concentration sanguine augmente entre autres lors de maladies

cardiaques telles l'angine ou l'infarctus du myocarde, est retrouvée plus en abondance chez

les patients atteints de FA persistante par rapport à ceux qui ont la forme paroxystique de la

maladie.397 Des études ont par la suite démontré que des niveaux élevés de CRP pouvaient

prédire le développement futur de la maladie et qu'ils augmentaient le risque d'AVC.

Enfin, les thrombus formés en présence de FA peuvent aussi apparaître dans

l'oreillette droite et se diriger vers les artères pulmonaires, provoquant de ce fait des

embolies pulmonaires.1 Par ailleurs, il arrive également qu'un thrombus formé dans

l'oreillette gauche obstrue une artère coronaire, causant une ischémie cardiaque.400

3.6 Formes de fibrillation auriculaire

La plupart du temps, la FA est associée à d'autres maladies telles l'insuffisance

cardiaque et l'infarctus du myocarde. Les cas où la FA se déclare suite à une chirurgie

cardiaque viennent au second rang. Enfin, ce type d'arythmie peut également survenir sans

cause apparente (FA idiopathique) et/ou avoir une incidence familiale. Les cas de FA

idiopathique et familiale sont cependant les moins répandus.
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3.6.1 Fibrillation auriculaire associée à d'autres maladies

Près de 50% des cas de FA paroxystique (apparaissant et disparaissant de façon

transitoire) et plus de 80% de ceux de FA chronique sont associés à des maladies affectant

la structure et le fonctionnement du cœur.401 Par exemple, l'insuffisance cardiaque est

l'une des maladies les plus communément associées à la FA.402 Il s'agit d'une incapacité

du cœur à assurer, dans des conditions normales, le débit sanguin nécessaire aux besoins de

l'organisme. L'insuffisance cardiaque peut atteindre le côté gauche ou droit du cœur, ou

les deux. Ses symptômes sont, entre autres, l'œdème pulmonaire, une diminution de la

fraction d'éjection ventriculaire et un œdème des membres inférieurs.39' Selon des études

cliniques, l'incidence de la FA varie de 10 à 50% chez les patients souffrant d'insuffisance

cardiaque et elle augmente avec la sévérité de la maladie.403"406 On estime que

l'insuffisance cardiaque augmente de 6 fois le risque de FA.407

Les mécanismes par lesquels l'insuffisance cardiaque peut causer la FA ne sont pas

très bien connus. Cependant, cette pathologie est associée à une hausse du niveau sanguin

de catécholamines408 et à une stimulation du système nerveux sympathique.409 Une telle

stimulation mène à un raccourcissement de la période réfractaire, ce qui est propice au

développement de la FA. Ensuite, l'insuffisance cardiaque cause une dilatation des

oreillettes, ce qui peut éventuellement modifier leurs propriétés électrophysiologiques et

provoquer la fibrose des tissus, deux phénomènes susceptibles d'induire la FA.410 Il est

connu que l'étirement des tissus cardiaques dépolarise les cellules et augmente la durée du

potentiel d'action tout en induisant des dépolarisations diastoliques. Ces changements

électrophysiologiques sont dus au moins en partie à l'ouverture des "stretch activated

channels" (SACs).411 Ces derniers sont des canaux cationiques non sélectifs qui pourraient,

selon la littérature, être activés par la tension sur le cytosquelette ou sur la membrane

cellulaire.412

La FA est aussi une complication relativement fréquente de l'infarctus du

myocarde, apparaissant dans 6,5% des cas selon l'étude clinique GUSTO-3 (Global Use of

Stratégies to Open Occluded Coronary Arteries 3).413 En effet, l'infarctus du myocarde est

causé par un manque d'oxygénation des tissus ventriculaires suite à l'obstruction d'une



artère coronaire (i.e. l'ischémie); l'ischémie au niveau de l'oreillette peut en elle-même

provoquer la FA. Ce fait a été démontré chez le chien, où la ligature d'une artère coronaire

de l'oreillette a provoqué une FA soutenue conséquemment, semble-t-il, à un

ralentissement de la vitesse de conduction et à l'apparition de circuits de réentrées.414

Enfin, les maladies de la valve mitrale et l'hypertension peuvent elles aussi causer la

FA. La valve mitrale est située entre l'oreillette et le ventricule gauches. L'ouverture

anormale de cette valve (insuffisance mitrale) entraîne un reflux de sang vers l'oreillette

gauche.1 Il a été démontré, chez un modèle canin, que la FA pouvait apparaître en présence

d'une insuffisance mitrale conséquemment à une hypertrophie de l'oreillette gauche. Par

ailleurs, ce même modèle a mis en évidence que l'insuffisance mitrale provoquait aussi une

hausse importante du contenu en glycogene des myocytes de l'oreillette gauche ainsi que

de l'inflammation et de la fibrose, ce qui pourrait éventuellement intervenir dans le

développement de la FA.415

Pour ce qui est de l'hypertension, elle est connue comme étant le plus important

facteur de risque de développement de la FA.400 Son lien avec cette arythmie réside en

partie dans le remodelage structural et électrique de l'oreillette. En effet, la dilatation de

l'oreillette gauche constitue l'un des mécanismes d'adaptation du myocarde face à une

augmentation chronique de la pression artérielle.416 Ceci mène au raccourcissement de la

période refractaire efficace de l'oreillette tout en créant des circuits de réentrées qui sont

propices au développement de la FA.417' 418 Par ailleurs, lorsque le cœur est soumis à une

surcharge hémodynamique, comme c'est le cas en présence d'hypertension, les oreillettes

sécrètent un peptide natriurétique. Ce dernier a des effets diurétiques, réduisant la

résistance vasculaire et inhibant la stimulation du système nerveux sympathique.419 Or, la

FA a été associée à des niveaux sanguins élevés de ce peptide. En effet, une étude faite sur

un groupe de patients atteints de FA chronique a démontré une réduction de la

concentration sanguine moyenne du peptide natriurétique de 138 pg/mL à 116 pg/mL une

heure après la restauration du rythme sinusal par cardioversion.420



3.6.2 Fibrillation auriculaire post-opératoire

La FA peut aussi survenir suite à une chirurgie cardiaque, soit en moyenne de 2 à 5

jours après l'opération. Avec une incidence variant de 10 à 50%,421 c'est la complication la

plus commune suite à un pontage coronarien. La FA post-opératoire double le taux de

mortalité cardiovasculaire422 et de morbidité.39 Différents facteurs prédisposant à cette

forme de FA ont été rapportés, dont l'âge avancé,423 la présence de maladies coronariennes

telle que l'ischémie,424 l'insuffisance rénale,421 des niveaux sanguins élevés du peptide

natriurétique de type B (brain natriuretic peptide) avant l'opération,425 un haut niveau

d'expression de la connexine 40 dans les myocytes auriculaires426 et la surcharge calcique

des myocytes. Une étude électrophysiologique effectuée auprès de patients ayant subi un

pontage coronarien ou un pontage et un remplacement de la valve aortique a démontré que

la densité du courant ïca,L mesurée avant la chirurgie était supérieure chez les patients ayant

fait de la FA post-opératoire.427

L'hypothèse selon laquelle la concentration de potassium sanguin pourrait avoir une

influence significative sur l'incidence de la FA post-opératoire a aussi été émise. En effet,

dans une étude prospective menée par Wahr et a/.,428 un taux de potassium sanguin

inférieur à 3,5 mM a été identifié comme étant un facteur prédisposant à des arythmies péri-

et post-opératoires (rapports de cotes de 2,2 et 1,7, respectivement). Par contre, Brandt et

al.362 n'ont pas pu mettre ce facteur prédisposant en évidence, ceci pouvant être attribuable

à la différence importante dans le nombre de patients ayant participé à chacune des études.

En effet, alors que celle de Wahr et a/.428 portait sur 2402 patients (dont 865 ont fait de la

FA ou du flutter auriculaire post-opératoire), l'étude de Brandt et al?62 n'a été menée que

sur 33 patients. De ceux-ci, 8 étaient atteints de FA au moment de la chirurgie et des 25

autres, 12 ont fait de la FA post-opératoire. Les niveaux pré-opératoires moyens de

potassium sanguin étaient légèrement supérieurs à 4 mM dans chacun des groupes.

Des études récentes suggèrent également une implication de la réaction

inflammatoire dans la FA post-opératoire. À ce sujet, Mandai et al.429 ont démontré que le

niveau sanguin pré-opératoire des anticorps anti-HSP65 était significativement plus élevé

chez des patients ayant fait de la FA post-pontage, comparativement à un groupe de
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patients-contrôles (rapport de cote de 1,41). Les protéines HSP (heat shock proteins) sont

des chaperones exprimées à la surface cellulaire uniquement lors d'un stress430 tel qu'une

chirurgie, où elles jouent un rôle dans la préservation de l'intégrité cellulaire en maintenant

les protéines dans leur état correctement replié.431 Par ailleurs, Gaudino et al.432 ont

démontré un lien étroit entre le polymorphisme -174G/C du promoteur de l'interleukine 6

(une glycoprotéine stimulant la croissance et la différenciation des lymphocytes B), la

réponse inflammatoire à la chirurgie et le développement de la FA post-opératoire. Dans

cette étude, effectuée auprès de 110 patients ayant subi un pontage coronarien, les

génotypes GG, CT et CC ont été retrouvés à la position -174 du promoteur de l'interleukine

6 et le génotype GG a été associé à des niveaux sanguins supérieurs d'interleukine 6 après

la chirurgie ainsi qu'à une incidence accrue de FA post-opératoire. En effet, celle-ci s'est

développée chez 33,9% et 10,4% des patients ayant les génotypes GG et CT ou CC,

respectivement. Ceci suggère une modulation génétique de ce type de FA.432

Une autre étude a quant à elle rapporté que la FA post-opératoire était associée au

stress oxydatif et particulièrement à la formation de peroxynitrite.433 Celui-ci provoque la

nitration sélective des résidus tyrosine des protéines et déstabilise le contrôle énergétique

de la cellule.434"436 La créatine kinase myofibrillaire, une protéine importante dans le

contrôle de la contractilité des myocytes, est très sensible au stress oxydatif. La nitration de

cette protéine par le peroxynitrite435 peut altérer son activité.433 La nitration peut aussi

entraîner un changement dans la prédominance des isoformes de myosine dans les

oreillettes, chez les patients atteints de FA (prédominance de l'isoforme p par rapport à

l'isoforme a chez les sujets normaux). Ce changement est possiblement dû à la baisse de

production d'ATP ou à l'accumulation d'ADP myofibrillaire. Cette accumulation d'ADP

peut affecter la fonction contractile des oreillettes.433 Le rôle du stress oxydatif dans le

remodelage électrophysiologique de l'oreillette et le développement de la FA post-

opératoire a été confirmé par Carnes et al.431 Ceux-ci ont démontré, à l'aide d'un modèle

canin, que l'administration d'ascorbate atténuait le raccourcissement de la période

réfractaire efficace occasionné par des stimulations rapides des oreillettes, tout en prévenant

la nitration des protéines. Ils ont également observé que l'ascorbate réduisait de moitié

l'incidence de la FA post-opératoire chez des patients ayant subi un pontage coronarien.437

L'ascorbate est un anti-oxydant physiologique qui décompose le peroxynitrite.438 Plus
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récemment, la simvastatine, un médicament utilisé dans le traitement de

l'hypercholestérolémie et ayant des propriétés anti-oxydantes, a été reconnu pour atténuer

le remodelage électrophysiologique induit par la tachycardie auriculaire, chez le chien, de

même que le développement de la FA et la diminution de l'expression de la sous-unité a i e

des canaux calciques de type L.439

Enfin, le système nerveux autonome joue lui aussi un rôle très important dans le

développement de la FA, et plus particulièrement dans la genèse de la FA post-opératoire.

Ce système inclut la composante sympathique sollicitée lors d'un stress et la composante

parasympathique, qui elle entre en jeu à l'état de repos. Il a été démontré que suite à un

pontage coronarien, les niveaux sanguins de catécholamines (principalement la

norépinéphrine, un neurotransmetteur) s'élèvent, ce qui témoigne d'une augmentation de la

stimulation du système nerveux sympathique.440"442 L'excès de catécholamines peut causer

de la FA post-opératoire en endommageant les oreillettes. C'est ce qu'ont démontré des

biopsies d'oreillettes droites de patients ayant subi un pontage coronarien.443 Par ailleurs,

les catécholamines ont une forte affinité pour les récepteurs p-adrénergiques et les courants

repolarisateurs Ixur et 7 ŝ sont activés par la stimulation adrénergique, ce qui tend à

raccourcir la durée du potentiel d'action et de la période réfractaire efficace et mène au

développement de la FA.444

Le système nerveux parasympathique a lui aussi une influence sur le développement

de la FA. Ce système inclut le nerf vague. La stimulation vagale diminue l'automaticité du

nœud sinusal et nuit à la conduction dans le nœud auriculo-ventriculaire.445 De plus, elle

provoque la production d'acétyleholine, un activateur du courant potassique repolarisateur

iKAch?66 Ceci entraîne un raccourcissement de la durée du potentiel d'action auriculaire et

de la période réfractaire efficace446 et prédispose à la FA. Selon la littérature actuelle, la

FA post-opératoire provoquée par des stimulations du système nerveux autonome semble

cependant davantage reliée à la composante sympathique.
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3.6.3 Fibrillation auriculaire idiopathique et familiale

La FA idiopathique est celle qui apparaît sur des coeurs sains en l'absence de toute

autre maladie, alors que la FA familiale affecte plusieurs membres d'une même famille de

façon autosomale dominante (i.e. sans saut de génération). La FA familiale est rare, bien

que des prédispositions génétiques susceptibles de causer cette maladie puissent être

fréquentes.447 Celle-ci compte en fait parmi les cas de FA idiopathique, qui incluent entre 2

et 16% des patients atteints de FA.448' 449 Une étude effectuée par Darbar et al.450 indique

que 5% des patients souffrant de FA et jusqu'à 15% des individus affectés par la FA

idiopathique pourraient avoir une forme familiale de la maladie.

Le premier cas de FA familiale a été identifié en 1943.45 Depuis, plusieurs autres

ont été rapportés, mais à l'heure actuelle, peu de gènes et de loci chromosomiques ont pu

être associés à la maladie. Deux gènes de sous-unités a (KvLQTl et Kir2.1) et un d'une

sous-unité p (MiRPI) de canaux potassiques ont été associés à la FA au cours des trois

dernières années, tel que mentionné à la fin de la section sur les channelopathies. Ce type

d'arythmie a aussi été associé aux loci 5pl3,452 6ql4-16453 et 10q22-24454 chez certaines

familles, bien que les gènes en cause ne soient pas encore identifiés.

Une autre étude a observé un lien possible entre la FA et la mutation mtDNA4977.45

Cette dernière est une délétion de 4977 paires de bases dans l'ADN mitochondrial, située

entre les paires de bases 8470 et 13446 selon la carte génétique de l'ADN mitochondrial

humain d'Anderson et al.456 Lai et al.455 ont remarqué une corrélation positive entre la

quantité, dans les oreillettes, de cet ADN mitochondrial délété et l'incidence de la FA sur

un groupe de 66 patients adultes, dont 26 étaient atteints de FA. Ils ont remarqué que le

niveau de mtDNA4977 augmentait significativement avec l'âge, mais plus encore en

présence de FA.455 Des mutations dans l'ADN mitochondrial peuvent contribuer au

vieillissement des organes457 et, de plus, une augmentation de mtDNA4977 a été retrouvée en

présence d'ischémie du myocarde chez certains patients.458 Il serait donc possible que la

haute fréquence cardiaque observée lors de la FA provoque une très forte consommation

d'oxygène et entraîne une accumulation d'ADN mitochondrial muté ou délété. Cependant,

les résultats observés par Lai et al.455 ne sont pas très représentatifs, car leur étude a été



effectuée sur des patients ayant eu une opération à cœur ouvert et qui présentaient tous des

malformations cardiaques. Ceci pourrait éventuellement avoir une influence sur la quantité

de mtDNA4977 mesurée 455

Enfin, une étude menée par Lamarche et al.459 a également fait l'analyse du gène de

la connexine 40 chez trois familles atteintes de FA. Cette approche était très pertinente,

puisqu'au niveau cardiaque, cette connexine est exprimée seulement dans l'oreillette.

Cependant, le gène de la connexine 40 ne semblait pas être impliqué dans le développement

de la FA, du moins pour les familles étudiées.459 De plus en plus d'études visent à établir

les bases génétiques de la FA et certaines d'entre elles ont identifié des mutations qui

tendent à être reliées au développement de ce type d'arythmie. Cependant, il faudra encore

beaucoup de travail avant de pouvoir relier un gène à la FA, c'est-à-dire géno typer un grand

nombre de patients de plusieurs groupes ethniques afin de s'assurer que la mutation

retrouvée dans le gène est présente chez de nombreux sujets atteints et généralement

absente chez les personnes saines.

3.7 Traitement de la fibrillation auriculaire

La prise en charge actuelle des patients atteints de FA repose sur deux stratégies

distinctes. On vise d'une part à contrôler la cadence ventriculaire grâce à des agents

pharmacologiques qui diminuent la vitesse de conduction dans le nœud auriculo-

ventriculaire. D'autre part, on vise la restauration et le maintien du rythme sinusal à l'aide,

respectivement, d'une cardioversion (pharmacologique ou électrique) et d'un traitement

pharmacologique (voir plus loin). Souvent, on doit également prescrire un anticoagulant

visant à minimiser le risque de thromboses et d'embolies relié à la FA, surtout chez les

patients âgés ou qui ont déjà eu un AVC. Enfin, si le traitement pharmacologique ne suffit

pas à contrôler la FA, certaines chirurgies peuvent être pratiquées.460' 461
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3.7.1 Contrôle de la cadence ventriculaire

Cet aspect du traitement de la FA est particulièrement important, puisque le

dérèglement du rythme d'activation des ventricules entraîne éventuellement des

changements irréversibles dans la structure et le fonctionnement des oreillettes, et donc la

chronicité de la maladie.462' 463 En effet, des études effectuées chez la chèvre ont démontré

qu'un rythme ventriculaire élevé, en présence de tachycardie auriculaire, menait au

développement d'une insuffisance cardiaque, qui à son tour induisait un remodelage

électrique et structural des oreillettes.462' 463 Par contre, la seule présence d'une tachycardie

auriculaire n'a pas entraîné de changements dans l'ultrastructure des oreillettes.463

Des P-bloquants, des inhibiteurs de canaux calciques et la digoxine peuvent être

utilisés pour régulariser la cadence ventriculaire.46 Les P-bloquants tels le métoprolol, le

propranolol et l'esmolol prolongent le temps de conduction au nœud auriculo-ventriculaire

en interagissant avec les récepteurs p-adrénergiques.465 Comme la dépolarisation des

cellules du nœud auriculo-ventriculaire se fait par l'intermédiaire de canaux calciques, des

agents pharmacologiques visant à bloquer de tels canaux, comme le diltiazem et le

verapamil, vont en conséquence diminuer la vitesse de conduction dans ces cellules.

Cependant, les médicaments qui bloquent les canaux calciques doivent être utilisés avec

prudence chez les patients atteints d'insuffisance cardiaque.465 Pour ce qui est de la

digoxine, c'est un antiarythmique qui inhibe la pompe Na+-K+ ATPase et qui diminue la

conduction des influx électriques au niveau du faisceau de His. Cependant, elle n'agit pas

très rapidement et elle crée une surcharge calcique des cellules qui prédispose au

remodelage électrique des oreillettes.466 L'intérêt de la digoxine, de par son action

cardiotonique, est limité aux patients ayant une insuffisance cardiaque associée à la FA.467

3.7.2 Restauration et maintien du rythme sinusal

Environ 50% des patients nouvellement atteints de FA retournent spontanément en

rythme sinusal en 24 heures ou moins.468 Dans les autres cas, la restauration du rythme

sinusal, ou cardioversion, se fait généralement par la prise d'anti-arythmiques de classes IA
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(quinidine), IC (flecainide, propafenone) ou III (ibutilide, amiodarone, dofetilide).469 Selon

la classification de Vaughan-Williams, les anti-arythmiques de classe I bloquent les canaux

sodiques tout en prolongeant l'intervalle QT (classe IA) ou en ralentissant la conduction du

potentiel d'action (classe IC),237 réduisant de ce fait la probabilité de déclencher des circuits

de réentrées. Lorsque la prise d'anti-arythmiques ne suffit pas à restaurer le rythme sinusal,

une cardioversion électrique est nécessaire. Dans un tel cas, le foyer d'activité ectopique

est d'abord identifié, puis éliminé à l'aide de radiofréquence, de rayons laser, d'ultrasons ou

de micro-ondes. Ces techniques éliminent les circuits de réentrées en créant des blocs de

conduction par la chaleur. Cependant, la radiofréquence, qui est la technique de

cardioversion la plus répandue, utilise une alternance de chaleur et de courant électrique.470

Si la FA est présente depuis plus de 48 heures, il faut traiter le patient avec un anticoagulant

comme la warfarine pour au moins 3 à 4 semaines avant la cardioversion. La warfarine est

l'anticoagulant le plus communément utilisé pour réduire le risque de thromboses et

d'embolies associé à une variété de maladies cardio-vasculaires. Elle inhibe l'inter-

conversion cyclique de la vitamine K et de l'époxyde de vitamine K, ce qui réduit les

niveaux de certains facteurs de coagulation dépendants de cette vitamine (facteurs II, VII,

IX et X).471 Une échocardiographie trans-oesophagienne permettant de visualiser la

présence de thrombus dans les oreillettes peut également être pratiquée et si rien n'est

détecté, la cardioversion est effectuée sans la prise initiale d'anticoagulants.472

La récurrence de la FA après une cardioversion électrique ou pharmacologique est

fréquente, surtout si des agents anti-arythmiques ne sont pas utilisés. Une variété de

médicaments peuvent être prescrits pour maintenir le rythme sinusal et plusieurs d'entre

eux sont les mêmes que ceux qui sont utilisés pour la cardioversion pharmacologique.

L'amiodarone est l'un des médicaments les plus efficaces pour préserver le rythme sinusal

après une cardioversion.47 Il n'a pas d'effet pro-arythmique, selon l'essai clinique CTAF

(Canadian Trial of Atrial Fibrillation Investigators). Cependant, son usage à long terme est

souvent limitée par sa toxicité pour la thyroïde, les poumons, le foie, la peau et les yeux.473

Certains agents anti-arythmiques de classe I tels la propafenone et la flecainide sont aussi

efficaces pour le maintien du rythme sinusal,237 bien qu'ils puissent créer des arythmies
. . 474 47s

ventnculaires. '



91

Ainsi, le traitement idéal pour les patients atteints de FA serait un contrôle à la fois

du rythme sinusal et de la cadence ventriculaire. Cependant, plus la FA devient chronique,

moins il y a de chances que le rythme sinusal ne soit maintenu suite à une cardioversion. 7 '
477 L'intérêt est donc, selon certains essais cliniques, de miser sur le contrôle de la cadence

ventriculaire plutôt que sur le maintien du rythme sinusal.478' 479

3.7.3 Traitement chirurgical

Quand le traitement pharmacologique ou la cardioversion électrique ne parviennent

pas à contrôler la FA de façon satisfaisante, certaines techniques chirurgicales peuvent être

utilisées. De celles-ci, la technique Maze est la plus efficace,480 avec un taux de succès de

75 à 99%.4SÏ'4M Elle consiste à faire des incisions et des cryolésions sur les oreillettes afin

de limiter les possibilités de circuits de réentrées occasionnés par la FA. Ces incisions

permettent également de diriger le potentiel d'action spécifiquement du nœud sinusal vers

le nœud auriculo-ventriculaire, ce qui permet une activation électrique coordonnée des

oreillettes et des ventricules. Les composants-clés de la technique Maze, aussi appelée

Cox-Maze III, incluent l'isolement des veines pulmonaires (qui sont des sources

potentielles de circuits de réentrées) ainsi que des incisions dans la paroi de l'oreillette

gauche.485 Cette intervention chirurgicale a cependant certains risques, tels la sténose des

veines pulmonaires,486 les fistules auriculo-oesophagiennes487' 488 et la tamponade

cardiaque.489 Celle-ci est une compression aiguë du cœur par un épanchement abondant

dans le péricarde.324

Par ailleurs, certains patients atteints de FA chronique depuis plusieurs années ont

aussi de graves maladies cardio-pulmonaires nécessitant l'emploi de broncho-dilatateurs

qui augmentent la conduction au nœud auriculo-ventriculaire par une stimulation P-

adrénergique. De tels patients peuvent avoir une déficience primaire du nœud auriculo-

ventriculaire, nécessitant l'ablation de ce dernier et l'implantation d'un pacemaker.324
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3.8 Polymorphismes potentiellement impliqués dans le développement de la FA

Comme on le sait, les mutations dans l'ADN entraînent des changements rares dans

certaines protéines et provoquent des maladies congénitales. Les polymorphismes, quant à

eux, sont des variants communs de certains gènes, pouvant néanmoins occasionner une

variabilité dans le phénotype de certaines maladies et dans la réponse aux médicaments.

La littérature rapporte d'ailleurs que des polymorphismes dans certains gènes semblent être

associés au développement de la FA, particulièrement pour ce qui est de la connexine 40

(Cx40). Les connexines forment des connexons (assemblage de six connexines), puis les

connexons de cellules adjacentes s'unissent pour former des jonctions gap et ainsi

permettre le couplage électrique entre les cellules cardiaques. Des auteurs ont démontré

que le polymorphisme G-44A du promoteur du gène de la Cx40 constituait un facteur de

risque important de FA.490 Ils ont réalisé une étude sur 30 patients souffrant de

tachycardies supraventriculires mais n'ayant aucune maladie cardiaque structurale et qui

devaient subir une chirurgie cardiaque (cathéter ablation). De ceux-ci, 14 avaient déjà eu

des épisodes sporadiques de FA paroxystique. L'étude consistait à mesurer la vulnérabilité

des oreillettes à l'aide d'un protocole de stimulation auriculaire permettant d'induire la FA,

après quoi les intervalles fibrillatoires ont été calculés à chaque site d'induction. Les

intervalles fibrillatoires moyens ont ensuite été déterminés pour chacun des sites et ont

servi d'indice de période réfractaire locale. Enfin, la moyenne et la déviation standard de

ces indices ont été déterminées. Les auteurs ont par la suite calculé le coefficient de

dispersion de la repolarisation. Ce dernier se définit comme étant la déviation standard de

tous les intervalles fibrillatoires moyens locaux, exprimée en pourcentage de l'intervalle

moyen global de fibrillation. Un coefficient de dispersion de 3,0 ou moins était considéré

normal. Des études de génotypage ont démontré que le génotype -44AA était associé à un

coefficient de dispersion significativement plus élevé (6,37±1,21 par rapport à 2,38±0,39

pour le génotype -44GG, p=0,018). Par ailleurs, la FA était beaucoup plus facile à induire

chez les patients ayant le génotype -44AA. Une association entre l'allèle -44A et la FA

idiopathique a également été démontrée parmi les 14 patients ayant déjà eu des épisodes de

FA avant le début de cette étude.490 Cette étude fournit une piste très intéressante dans la

compréhensuion des mécanismes génétiques régissant la FA, mais elle a cependant

certaines limites non négligeables. Premièrement, un groupe de seulement 30 patients a été
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analysé, ce qui est très peu. Deuxièmement, le lien entre la facilité d'induction de la FA et

l'allèle -44AA est basé sur seulement 7 patients dont certains avaient déjà eu des épisodes

de FA par le passé, ce qui est reconnu pour faciliter le développement d'arythmies

auriculaires.

Une autre étude a mis en évidence que le polymorphisme -44A du gène de la Cx40

était lié à +71G et -44G, à +71A.491 Cette même étude a démontré, parmi 173 patients

atteints de FA et 232 patients contrôles, une plus forte prévalence de l'haplotype Cx40 (-

44A, +71 G) parmi les patients souffrant de FA. La présence de cet haplotype diminuait par

ailleurs l'activité du promoteur de façon significative, lorsqu'exprimé dans une lignée de

myocytes auriculaires de souris.491 Or, il a été démontré qu'une moins forte expression de

la Cx40 favorisait la vulnérabilité auriculaire et la propension aux arythmies chez la

souris.492'493 Une diminution d'expression de la Cx40 a aussi été identifiée en présence de

FA chez l'humain.372

Des mutations somatiques dans la Cx40 ont aussi été identifiées récemment par

Gollob et al.494 De telles mutations sont retrouvées au niveau tissulaire mais pas dans

l'ADN extrait des lymphocytes. Parmi un groupe de 15 patients atteints de FA

idiopathique et ayant subi un isolement chirurgical des veines pulmonaires, les mutations

Pro88Ser et Gly38Asp-Metl63Val ont été identifiées à l'état somatique chez

respectivement deux et un patients. Elles se situent dans les premier (Gly38Asp),

deuxième (Pro88Ser) et troisième (Metl63Val) segments transmembranaires de la Cx40.

Alors que Metl63Val n'affecte pas le couplage intercellulaire, Gly38Asp et Pro88Ser

provoquent une rétention intracellulaire de la Cx40, inhibant ainsi le couplage électrique.

La mutation Ala96Ser (deuxième segment transmembranaire) a quant à elle été retrouvée à

l'état germinal chez un quatrième patient, démontrant très peu ou pas de couplage

intercellulaire comparativement à la protéine sauvage. Ces mutations pourraient donc

entraîner une hétérogénéité dans la repolarisation et ainsi établir des réentrées.494 Malgré le

nombre restreint de patients analysés, cette étude constitue une autre mise en évidence que

la Cx40 est impliquée dans le développement de la FA. Il est cependant difficile

d'imaginer comment les auteurs ont pu identifier ces mutations chez 4 patients parmi un

groupe de seulement 15...
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Des polymorphismes dans les gènes du système rénine-angiotensine auriculaire ont

aussi été associés à la FA au cours des dernières années, bien que les mécanismes d'action

en cause n'aient pas été identifiés.49' L'activation de ce système semble être un médiateur

de la FA chez l'humain.49" L'angiotensine II agit sur la prolifération des fibroblastes et sur

l'hypertrophie des myocytes cardiaques,497 d'où son lien potentiel avec le développement

de la FA. Tsai et al.495 ont démontré, parmi 500 patients dont 250 étaient atteints de FA,

que le polymorphisme M235T de l'exon 2 du gène de l'angiotensine ainsi que les

polymorphismes G-6A et G-217A de la région promotrice de ce gène étaient

significativement plus répandus parmi les patients atteints de FA.495

Ensuite, le polymorphisme TaqIB du gène codant pour la protéine CETP

(cholesteryl ester transfer protein) a été associé à la FA de façon dominante, chez des

patients souffrant d'ischémie cardiaque, d'albuminurie, de dysfonction rénale ou présentant

un niveau sanguin élevé de protéine C réactive.498 Le rôle de la protéine CETP est de

transférer les cholesteryl-esters du HDL vers le LDL et ainsi, de faire diminuer le mauvais

cholestérol (HDL).49) Une diminution de l'activité de cette protéine prévient l'oxidation du

LDL et diminue l'inflammation des parois vasculaires500 alors qu'une augmentation de son

activité augmente le risque cardiovasculaire chez les patients ayant un haut niveau sanguin

de triglycérides.501 Des études récentes suggèrent que des polymorphismes dans la protéine

CETP pourraient être associés à des maladies coronaires et à l'hypertension,502' 503

d'importants facteurs de risque de FA.

Enfin, une autre étude a rapporté une association entre les polymorphismes S38G du

gène minK et T-786C de eNOS et la FA en comparant les génotypes de 331 patients Italiens

atteints de FA et 441 contrôles.504 Le gène minK code pour la protéine MinK, sous-unité P

du canal potassique responsable du courant IKS (KvLQTl). L'allèle 38G avait également

été associé à la FA chez des patients Taiwanais.505 Suite à son expression dans des cellules

CHO, cette allèle a démontré une réduction du courant IKS, possiblement due à une

diminution de l'expression de KvLQTl à la surface cellulaire.506 Pour ce qui est du gène

eNOS, il code pour la nitric oxide synthase endothéliale (eNOS). L'allèle C du

polymorphisme T-786C de eNOS est très rare et elle réduit considérablement l'activité du



promoteur.507 Or, une diminution des niveaux d'oxide nitrique augmente le courant
CAQ

ce qui peut contribuer au développement de la FA.

Pour ce qui est du gène hKvl.5, peu de polymorphismes y ont été rapportés mais

aucun n'a été relié à la FA. Récemment, Simard et a/.168 ont séquence ce gène chez 190

patients, dont 95 Caucasiens, 65 de race noire et 30 Asiatiques, et ils y ont identifié 11

polymorphismes. Six de ceux-ci ont entraîné un changement dans la séquence peptidique

du canal, soient Al 15V, A251T, P307S, P310L, P532L et R578K. Le polymorphisme

Al 15V est situé dans l'extrémité NH2-terminale, A251T est dans le segment

transmembranaire SI, P307S et P310L se trouvent dans la boucle extracellulaire reliant SI

et S2 et P532L et R578K sont situés dans l'extrémité COOH-terminale.168 Au niveau des

caractéristiques électrophysiologiques de ces polymorphismes, seuls P532L et R578K ont

montré quelques différences significatives par rapport au canal hKvl.5 sauvage: P532L

avait une constante de temps rapide de désactivation plus faible à +50 mV alors que le

voltage de demi-activation de R578K était plus élevé. Par ailleurs, l'ICso de ces variants à

la quinidine était plus élevée.16 La quinidine est un isomère de la quinine qui diminue

l'excitabilité et la période réfractaire du myocarde et ralentit la conduction. Selon un

algorithme de prédiction de structure secondaire, le polymorphisme P532L occasionnerait

la formation d'une hélice a dans l'extrémité COOH-terminale, qui rendrait le canal

résistant à la quinidine.509

3.9 Problématique, hypothèses et objectifs de recherche

Bien que la FA soit responsable d'une morbidité et d'un coût médical considérables,

notre compréhension de cette pathologie et de son traitement demeurent insatisfaisants. Par

ailleurs, le remodelage auriculaire électrique et structural qui lui est propre nous informe

sur des facteurs pouvant potentiellement entretenir cette forme d'arythmie, mais la

littérature actuelle contient relativement peu d'information sur les causes de son initiation.

Ensuite, il est connu depuis un bon nombre d'années qu'une composante multigénique est

impliquée dans le développement de la FA. Cependant, la plupart des gènes qui ont jusqu'à
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présent été reliés à la FA sont également impliqués dans le développement d'autres

maladies telles le SQTS et l'insuffisance cardiaque.

Étant donné que la FA est attribuable entre autre à un raccourcissement de la phase

de plateau du potentiel d'action de l'oreillette1 et que le courant I/cur joue un rôle important

dans la repolarisation auriculaire,144 nous avons émis l'hypothèse que le canal potassique

hKvl.5 pourrait être impliqué dans le développement de cette pathologie. Le courant 1KW

est d'ailleurs considéré comme étant particulièrement arythmogène, puisqu'il s'inactive très

peu.241 Sa rapidité d'activation, de réactivation et de désactivation font en sorte qu'il peut

potentiellement être impliqué dans des arythmies auriculaires. Plus spécifiquement, les

hypothèses du projet de recherche faisant l'objet de cette thèse étaient les suivantes:

1) II existe des mutations dans le gène hKvl.5 chez des patients atteints de FA.

2) Ces mutations modifient les cinétiques et/ou l'amplitude du courant IKUV et

tendent à raccourcir la durée du potentiel d'action et de la période réfractaire

efficace dans l'oreillette.

3) Ces mutations sont impliquées dans la pathogenèse de la FA familiale et

idiopathique et elles peuvent prédisposer à la FA post-opératoire.

Les objectifs de recherche étaient les suivants, soient :

1) Identifier, à l'aide des techniques de réaction en chaîne de la polymérase et de

séquençage automatique, des mutations dans le gène hKvl.5 de patients atteints

de FA familiale, idiopathique ou post-opératoire.

2) Reproduire ces mutations par mutagenèse dirigée et les exprimer dans un

système hétérologue (lignées de cellules CHO et HEK) à l'aide de la technique

de transfection au phosphate de calcium.

3) Évaluer les effets de ces mutations sur les propriétés électrophysiologiques du

canal hKvl.5 en utilisant la technique de patch-clamp en configuration cellule

entière.

4) Vérifier, à l'aide de tests statistiques, s'il y a un lien entre les mutations trouvées

et l'incidence de la FA post-opératoire.

5) Vérifier, à l'aide de tests statistiques, si ces mutations sont impliquées dans des

cas de FA familiale.
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RÉSUMÉ

Des polymorphismes non-synonymes ont récemment été identifiés dans le gène

KCNA5/hKvl.5, qui code pour un canal potassique dépendant du voltage responsable du

courant iKur exprimé dans l'oreillette humaine. Afin de mieux connaître l'influence

potentielle des polymorphismes dans le gène hKvl.5, nous avons recherché leur présence

chez une population spécifique de 96 Canadiens-Français et caractérisé leurs propriétés

électrophysiologiques dans deux lignées cellulaires. La région présumée du promoteur (-83

pb) ainsi que la région codante ont été séquencées. Nous avons identifié trois

polymorphismes à l'état hétérozygote: R87Q, A251T et P307S. Ces derniers ont été

reproduits par mutagenèse dirigée. L'analyse fonctionnelle des variants du canal hKvl.5

transfectés dans des cellules CHO (Chinese hamster ovary) a démontré que R87Q et P307S

diminuaient l'amplitude de l'inactivation (par exemple, à +60 mV, les amplitudes étaient

respectivement de 89±26, 23±4 et 22±7 pA/pF pour le canal sauvage et les variants R87Q

et P307S ; n=8, 6 et 8, respectivement). L'inactivation était ralentie pour ces variants (par

exemple, les Xfast à +50 mV étaient de 270±48, 490±66 et 340±45 msec pour le canal

sauvage, R87Q et P307S respectivement) et R87Q accélérait aussi la vitesse d'ouverture du

canal hKvl.5. Un effet plutôt dominant a été observé pour R87Q, mais pas pour P307S.

Les propriétés électrophysiologiques de ces variants n'étaient pas reproduites lorsqu'ils

étaient exprimés dans une lignée de cellules HEK293, ce qui suggère que la sous-unité p

régulatrice présente dans les cellules CHO (et dans le cœur humain) est essentielle à

l'expression des effets que nous avons observés.

MOTS-CLÉS: hKvl.5, polymorphismes, mutagenèse dirigée, cellules CHO, cellules

HEK293, patch-clamp
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ABSTRACT

Non-synonymous single nucleotide polymorphisms (SNPs) in the KCNA5/hKvl.5 gène,

which encodes for a voltage-gated K+ channel responsible for the IKUF current in the human

atria, hâve been recently reported. To gain further knowledge on potential influence of

hKvl.5 SNPs, we searched for their présence in a spécifie population of 96 French-

Canadians and characterized electrophysiological properties of the variants in two cell

lines. The presumed promoter (-83 bp) and coding régions were sequenced. We found three

heterozygous SNPs: R87Q, A251T and P307S. Functional analysis of SNPs transfected in

CHO cells showed that both R87Q and P307S diminished the inactivation amplitude (e.g.,

at +60mV, amplitudes were respectively 89±26, 23±4 and 22±7 pA/pF for the wild-type,

R87Q and P307S; n=8, 6 and 8 respectively). Inactivation was slowed with thèse variants

(e.g., Tfast at +50mV were respectively 270±48, 490±66 and 340±45 ms for the wild-type,

R87Q and P307S) while R87Q additionally accelerated the rate of hKvl.5 channel opening.

A dominant-négative effect was observed for R87Q but not for P307S. SNPs properties

were not reproduced when expressed in the HEK293 cell Une suggesting that the regulatory

B-subunit présent in CHO cells (and the human heart) is essential for the SNPs effects that

we hâve observed.

KEY WORDS

hKvl.5, single nucleotide polymorphisms, directed mutagenesis, CHO cells, HEK293 cells,

patch-clamp
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INTRODUCTION

hKvl.5, a voltage-gated K+ channel, was identified for the first time in native

myocytes from human heart by Fedida et al. [10]. The current generated through hKvl.5 is

similar to the ultra rapid delayed rectifier (IKUO identified in human atrial myocytes, a major

repolarizing current of the atria [24]. This channel is widely expressed throughout the

cardiovascular System and elsewhere. It is found in particular in human adult and fetal

hearts [21,10], in vascular and intestinal smooth muscles [5,14] and in airways [1].

hKvl.5 shows a fast, voltage-dependent and sigmoid activation, while the

inactivation is represented by a dual phenomenon: a slow, incomplète C-type inactivation

[20] and a faster N-type inactivation that dépends on the présence of an accessory p-subunit

[18]. Three regulatory P-subunits (Kvpi.2, Kvpi.3 and Kvp2.1) were shown to interact

with the N-terminal domain of Kvl.5, altering the extent and rate of inactivation of the

channel [18,22,25].

In two récent reports, the KCNA5 /hKvl.5 gène was screened for polymorphisms in

three ethnie groups of anonymized individuals [6,19]. Six nonsynonymous polymorphisms

were found (Al 15V, A251T, P307S, P310L, P532L and R578K) but expression of thèse

hKvl.5 variants did not présent any différence from the wild-type channel although two of

them were résistant to block by quinidine. However, the time constants of activation were

measured only for a +50 mV voltage puise and effects on the inactivation were not

reported.

Thus, to gain further knowledge on the potential influence of hKvl.5 SNPs, we

searched for their présence in a spécifie population of 96 French-Canadians. We found

three heterozygous SNPs: R87Q, A251T and P307S. Electrophysiological characterization

of the mutant channels were assessed in two cell Unes (CHO and HEK293); two variants

(i.e. R87Q and P307S) affected the expression level of the channel and changed the

inactivation process but only in CHO cells, which suggests that an hKvl.5 accessory p-

subunit is involved.
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METHODS

Patients and DNA préparation

This study was carried out from blood samples of 96 French-Canadians obtained

from the GenetICQ tissues bank of the Québec Heart Institute. Ail patients hâve undergone

a coronary artery bypass grafting and 46 (52%) developed new onset of post-operative

épisodes of AF signifïcant enough to require a pharmacological treatment (i.e. épisodes of

>2h duration or récurrent épisodes of AF). Exclusion criteria were: left ventricular éjection

fraction <40%, âge >65 year-old, chronic obstructive pulmonary disease, documented

history of previous AF and peri-operative myocardial infarction. Studies were approved

according to ethical guidelines of Laval Hospital. Genomic DNA of patients was extracted

from blood using the QIAamp DNA Blood Midikit protocol, as recommended by the

manufacturer (QIAGEN, Mississauga, Canada).

Amplification and sequencing ofhKvl.5

Polymerase chain reaction (PCR) primers (Table I) were initially selected in

promoter and coding régions of the gène hKvl.5, using the OLIGO primer analysis

software (version 6.0; MBI, Cascade, USA) and oligos were synthesized by Medicorp Inc

(Montréal, Canada). PCR amplifications were done on 50 ng of total DNA in a thermal

cycler (Peltier Thermal Cycler PTC-200, MJ Research, Toronto, Canada), with Taq

(Promega, Madison, USA) and Pfu Turbo (Stratagene, Vancouver, Canada) DNA

polymerases according to the manufacturer's protocol. Samples were denatured for 5

minutes at 94°C and then cycled by denaturing 1 minute at 94°C, annealing 1 minute at

55°C and extending 2 minutes at 72°C (35 cycles). A final 10 minute extension period was

added.

PCR products were visualized and purified on an agarose gel stained with ethidium

bromide and sequenced on both strands. Nueleotide séquence déterminations were done at

the Nucleic Acids Analysis and Synthesis Service, Laval University (Sainte-Foy, Canada)

on an Applied Biosystem 3100 genetic analyzer (Perkin-Elmer, Mississauga, Canada) using
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the fluorescent dideoxy terminator sequencing protocol as recommended by the

manufacturer. Electrophoretograms were visualized using Chromas software (version 1.45;

Griffith University, Southport, Australia). Séquence comparisons between the wild-type

and the hKvl.5 gène of affected subjects were performed using CLUSTAL W (EMBL-EBI,

Cambridge, UK).

The mutations found in hKvl.5 were reproduced by PCR amplification with Pfu

Turbo DNA polymerase and two complementary oligonucleotides containing the desired

mutation (Table 2), using the QuickChange Site-Directed Mutagenesis Kit protocol as

recommended by the manufacturer (Stratagene, La Jolla, USA). The constructs were

sequenced on both strands to assure the présence of the mutation studied and the absence of

random mutation induced by PCR.

Transfection and cell culture

Chinese Hamster Ovary (CHO) cells were maintained in Iscove's Modified

Dulbecco's Médium (IMDM, Gibco-BRL, Grand Island, USA) and HEK 293 cells were

maintained in Dulbecco's Modified Eagle Médium (DMEM, Gibco-BRL, Grand Island,

USA). Using the calcium phosphate précipitation technique [2] hKvl.5 wild-type or hKvl.5

variants cDNAs in pcDNA3 expression vector were cotransfected with the surface marker

protein CD8 (EBO-pcD-CD8) in a 1:1 ratio. For electrophysiological studies, cells were

incubated with anti-CD8-coated beads for 20 min (Dynabeads M-450 CD8; Dynal, Oslo,

Norway). After incubation, cells were washed twice with the bathing solution to eliminate

unbound beads. No morphological changes due to the cotransfection were observed in the

CHO and HEK293 cells. hKvl.5 channel activation I-V relationship was not modified by

the présence of the CD8 antigen (data not shown).

Whole-cell voltage-clamp recordings:

AU recordings were performed at room température (20°C) from CHO and HEK293

cells as previously described [3]. Cells were depolarized for 1250 ms to various voltages



145

between -50 and +70 mV by 10 mV incréments then cells were repolarised to -80 mV for

300 ms. Séries résistance was compensated 70-80% to improve whole-cell voltage-clamp

measurements. Cell capacitance and séries résistance were similar in cells transfected with

hKvl.5 WT and any of the variant channels (10.5 ± 3.5 vs 11.4 ± 1.6 pF and 12.7 ± 2.8 vs

14.2 ± 2.5 MQ respectively for the whole cell capacitance and séries résistance in control-

and variant-transfected CHO cells; mean ± SEM, n = 9 and 32, respectively). Currents were

filtered at 2 kHz using a 4-pole Bessel filter (-3 dB/octave) and sampled at 10 kHz.

Analysis and Statistical Methods:

For each recording, the time courses of activation and inactivation were fitted using

pCLAMP software (ClampFit version 9, Axon Instruments). An itérative simplex method

was used with sum of squares minimization to ensure the reliability of the fitting procédure.

Best fits were obtained using a bi-exponential fitting for activation and inactivation: Y =

A^exp47*1) + A2(exp"t/x2) + R, t l and %2 being respectively the rapid and slow time

constants. Normalized I-V curves of activating currents were fitted with a Boltzmann

équation: Y = {1 + exp^V-Vî^yA:]}"1, k being the slope factor, V, the voltage and V/4, the

mid-point activation voltage. A 2-way ANOVA test was used to evaluate the statistical

significance (PO.05). Data are expressed as mean ± SEM.

RESULTS

We identified three hKvl.5 single nucleotide polymorphisms (Figure 1) in 7

patients: R87Q (in the N-terminal domain of the channel) in one with post-operative AF,

A251T (in the first transmembrane segment) in 3 (one with AF and two without) and

P307S (in the first extracellular loop) in 3 patients with post-operative AF. Ail individuals

were heterozygous for the mutations and none carried compound SNPs.

We did a multiple alignaient of 16 Kvl.5 gènes of différent species (séquences were

obtained from the National Center for Biotechnology Information DNA Web Database,
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov ; alignment was performed using the CLUSTAL W 1.82

software, European Bioinformatics Institute, http://www.ebi.ac.uk/clustalw) : 5 from

human, 2 from dog, 1 from ferret, 3 from rabbit, 4 from mouse and 1 from rat. We found

that the 3 SNPs correspond to highly conserved residues in human. The R87 residue is

conserved in ail the 5 human gènes reported but is replaced by a leucine in the dog and a

glutamine in ail other species. The A251 residue is fully présent in ail species except for

the ferret, where it is replaced by a glycine. In position 307, a proline is found in four and

an alanine in one of the five human Kvl.5 gène séquences while a serine is présent in Kvl.5

gènes of mouse and rat.

Respective allelic frequencies found in our French-Canadian population are

presented in Table 3 and compared to those found by Simard et al. [19] in a Caucasian

population of 95 patients.

Functional analysis ofhKvl.5 variants

We characterized the currents elicited after functional expression of R87Q, A251T

and P307S transiently transfected in CHO cells and compared them to the

electrophysiological properties of the wild-type hKvl.5. Figure 2 upper left panel illustrâtes

current waveforms obtained from expression of the wild-type hKvl.5 gène. Transfected

cells were stimulated from a holding potential of-80 mV to various voltages between -50 to

+60 mV in 10 mV incréments; tail currents were obtained following repolarization to -80

mV. The current activated rapidly from about -10 mV and inactivated slowly when

voltages were > +10 mV. Currents elicited in A251T transfected cells were similar to the

wild-type currents, but it is clear from recordings obtained in cells expressing the two other

variants (Figure 2, right panels) that the inactivation process was slowed. Furthermore, by

looking carefully at the first 100 ms of the activating currents, an increase in the rate of

channel opening can be seen in currents elicited in the R87Q transfected cells at ail the

voltages tested.
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Amplitudes of the peak activating currents (measured either at the peak amplitude

when an inactivation was présent, or at the end of the activation puise when the current did

not inactivate, i.e. for the lower voltage steps) from R87Q and P307S were significantly

reduced compared to the wild-type for voltages > +20 mV (Figure 3). An additional séries

of experiments were performed in which the wild-type hKvl.5 and the variant cDNAs were

co-transfected in equal amount (5 \i%). The WT/R87Q co-transfection presented a

consistent réduction in activating current density as observed for R87Q expressed alone

(Figure 3, upper panel). For example, at +40 mV voltage step, normalized current

amplitude was reduced to 64% (p<0.05) of the wild-type amplitude. In contrast, when

P307S was co-expressed with the wild-type, the currents elicited tended to be similar to

those obtained from the wild-type alone. The current-voltage relationships normalized to

their respective maximum amplitude are presented in Figure 4. Half activation voltages

obtained from normalized IV curves of activating currents were respectively 31.9 + 2.4

mV, 39.9 ± 3.0 mV (p<0.05 vs WT), 28.5 + 1.4 mV and 38.6 i 1.3 mV for the WT, R87Q,

A251TandP307S.

Normalized inactivation amplitudes (pA/pF), measured as the différence between

peak current amplitude and amplitude at the end of the depolarizing puise, were similar in

the wild-type hKvl.5 and A251T (data not shown) but larger compared to R87Q and

P307S: amplitudes were significantly reduced for R87Q and P307S at voltages > +10 mV.

For example, normalized inactivation amplitude was 25 ± 8, 48 ± 16 and 89 ± 26 pA/pF at

respectively +20, +40 and +60 mV for the wild-type hKvl.5 (n = 8) compared to 3 ± 1, 8 ±

2 and 23 ± 4 pA/pF (n - 6; ail p values < 0.005) for R87Q. As well, for the P307S, mean

normalized inactivation was reduced to 2 + 1, 8 ± 3 and 22 ± 7 pA/pF respectively at the

same voltages (n = 8; ail p values <0.005). Inactivation amplitudes were similar between

the wild-type and WT/P307S but significantly reduced for WT/R87Q (a réduction to 44%

at +40 mV; p<0.05).

Activation kinetics were assessed using a bi-exponential fitting of the fïrst 200 ms

of the activation time course for voltage steps < +10 mV and of the first 30 ms for higher

voltages (Figure 5). The rapid time constant of activation was significantly reduced for

currents elicited by voltages > +20 mV in R87Q transfected cells compared to the wild-
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type. Tf̂ t values determined from currents obtained for +20, +30, +40 and +50 mV voltage

steps were respectively 4.21 ± 0.65, 2.91 ± 0.37, 2.08 ± 0.26 and 1.70 ± 0.24 ms in wild-

type transfected cells compared to 3.50 ± 0.20, 2.27 ± 0.13, 1.70 ± 0.18 and 1.25 ± 0.19 ms

(ail p values < 0.05) in cells transfected with R87Q. Activation kinetics of wild-type and

R87Q are illustrated in the lower part of Figure 5 by examples of normalized current traces

elicited by stimulations to +20 and +50 mV.

We also examined inactivation kinetics of the wild-type hKvl.5 and variants

(Figure 6). Bi-exponential fitting of the inactivation demonstrated that the inactivation

process was slower in R87Q and P307S transfected cells compared to the wild-type

hKvl.5. The rapid time constant of inactivation was increased significantly at voltages >

+40 mV for the two variants. Inactivation Xfast was respectively 421 ± 67, 270 ± 48 and 212

± 19 ms at +40, +50 and +60 mV for the wild-type (n = 8) compared to 605 ± 105, 490 ±

66 and 333 ± 24 ms for R87Q (ail p values < 0.05; n - 6) and to 474 ± 50, 340 ± 45 and

292 ± 20 ms for P307S (ail p values < 0.05; n = 8). The rapid inactivation time constant

was also significantly différent for WT/R87Q and WT/P307S compared to the wild-type

(Figure 6). The slow time constants of inactivation were not significantly différent between

each variant and the wild-type. For example, at +60 mV TSIOW were respectively 2.19 ± 0.27

s, 1.56 ± 0.48 s, 2.00 ± 0.40 s and 1.20 ± 0.48 s for WT, R87Q, A251T and P307S.

Experiments were performed using an 'action potential clamp' (AP-clamp) protocol

(Figure 7). Currents obtained from the wild-type and the différent variants confirmed our

findings on the effects observed on activation and inactivation kinetics. Currents elicited by

an AP-clamp in R87Q-transfected cells show a more rapid activation and a slowed

inactivation compared to the wild type. As well, the inactivation was slower in the présence

of the P307S mutant which indicates that both mutations potentially increase the total

current passing through Kvl.5/lKur channels during an action potential. Effects of an AP-

clamp salve at a frequency of 2Hz were also tested but no changes in current amplitudes

were observed for ail currents which is consistent with the rapid recovery from inactivation

of hKvl.5 [23].

It has been shown that the HEK293 cell line, in which hKvl.5 présents a modest

degree of inactivation, does not express endogenous (3-subunits in contrast to L-cells and
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CHO cells [22]. Thus, we assessed properties of wild type hKvl.5 and of the différent

variants when expressed in HEK293 cells. Not surprisingly, WT channels showed very

Httle inactivation, and so did the three variants. WT and variant channels biophysics were

not différent in HEK293 cells. Mean current densities were not significantly différent as

well (data not shown).

DISCUSSION

We identified three hKvl.5 single nucleotide polymorphisms, R87Q, A251T and

P307S in 7 individuals derived from a population of 96 French-Canadians. Functional

analysis of the hKvl.5 variants obtained by directed mutagenesis and expression in the

CHO mammalian cell Une demonstrated that both R87Q and P307S reduced the slow

inactivation process that develops during depolarization and that R87Q significantly

accelerated the opening of hKvl.5 channel. The electrophysiological properties of the third

hKvl.5 variant, A251T, were essentially similar to those of the wild-type protein. Co-

expression experiments (50/50) demonstrated that R87Q has a functional dominant-

négative effect with a pronounced réduction in current density in contrast to P307S. The

abnormal properties of the SNPs were not reproduced when expressed in the HEK293 cell

Une which suggests that the regulatory p-subunit présent in CHO cells (but absent in

HEK293 cells) [22] is essential to observe the SNP-induced changes in the channel

properties. An association of hKvl.5 channel to a p-subunit has been demonstrated in the

human heart [11] which suggests that thèse findings should be relevant to the human

myocardium.

The inactivation process occurring during depolarizing voltage puises was slowed

and the amplitude decreased for R87Q and P307S compared to the wild-type protein

(Figures 2 and 6). Inactivation kinetics estimated by a bi-exponential fitting showed that the

rapid time constant of inactivation was significantly increased at voltages > +40 mV

(Figure 6). Cloned P-subunits hâve been shown to modulate inactivation kinetics of

hKvl.5. An increase in slow inactivation amplitude and kinetics was reported for ail

accessory proteins studied (i.e. Kvpl.2 -originally designated KvP3-, Kvpi.3 and Kvp2.1)



150

[8,9,22]. Thus, as the présence of an endogenous KvB2.1 isoform was demonstrated in

CHO cells [22], it is possible that R87Q and P307S, which were found to decrease the

degree of slow inactivation of the current, could interfère with the hKvl.5a-B subunits

interaction. The absence of any modification of hKvl.5 electrophysiological properties that

we observed when the 3 mutants were expressed in the HEK293 cell line argues in favour

of this hypothesis. KvB1.3-induced fast inactivation of hKvl.5 involves an open channel

block produced by its N-terminus (i.e. the inactivation 'bail') [22], Considering the

positions of the two mutations that altered hKvl.5 inactivation rate in our study (i.e. N-

terminal segment and first extracellular loop), hKvl.5 segments other than the pore should

be involved in the inactivation process, probably through a modification of the interaction

between the a and B subunits. Although lKur/hKvl.5 inactivation develops slowly, the

degree of inactivation at the onset of an action potential will dépend on the relative time

cells spend at depolarized voltages. During atrial fibrillation, atrial myocytes may very

frequently expérience high voltages and substantial inactivation can be expected; thus

différences in inactivation rate may hâve direct conséquences on atrial repolarization [11].

Opening kinetics of the R87Q channel was more rapid compared to the wild-type.

This property can be appreciated from Figure 5 by looking at the initial 30 ms of the

activating current. Activation kinetics, estimated from a bi-exponential fitting, show a

significant réduction in the rapid time constant for voltages > +20 mV. This effect was

unexpected as the segments of hKvl.5 that are likely to be implicated in channel activation

are the S4 and S5-pore-S6 régions [16]. The change in activation delay suggests that the

mutation could interfère with the multiple closed states before the channel enters into its

activated state [15].

Current densities were significantly reduced for R87Q and P307S. Co-expression

experiments (equal amount of WT and variant) demonstrated that R87Q has a functional

dominant-négative effect with a pronounced réduction in current density in contrast to

P307S. It has been shown that the trafficking to cell surface can be modulated by the

présence of Kvp subunits [12,26]. As the current density was not significantly différent in

the HEK293 cells, our results suggest that SNPs could modulate Kvl.5 expression in CHO

cells by interfering with a B-subunit. Altematively, N-terminal séquences are important for
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ER-targeting and surface expression régulation [17]. Interestingly, R87Q is within a région

(i.e. aa65-93) which was shown to control Kvl.5 expression level [4]. Kvl.5 N-terminus

also has a functional interaction with the PDZ domain containing SAP97 protein, an

expression regulator for Kvl.5 [7]. Moreover, the interacting protein KChIP2 that binds to

the N-termini of Kv channels and modulâtes their surface density, was recently shown to

contribute to the formation of functional Kvl.5 [13].

In conclusion, we identified three non-synonymous single nucleotide

polymorphisms (i.e. R87Q, A251T, P307S) in the coding région of the hKvl.5 gène. Both

R87Q and P307S diminished and slowed the inactivation process while R87Q additionally

accelerated the rate of hKvl.5 channel opening. A functional dominant-négative effect was

clearly observed for R87Q but not for P307S. SNPs properties were not reproduced when

expressed in the HEK 293 cell Une suggesting that the regulatory p-subunit présent in CHO

cells is essential to observe SNPs-induced changes in the channel properties. An association

of hKvl.5 channel to a P-subunit has been demonstrated in the human heart which suggests

that thèse findings should be relevant to the human myocardium.
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TABLES

Table 1. List of the primers used for PCR amplifications and sequencing.

Primer Nucleotide séquence (5' to 3') Tm (°C)*

Kvl.5-7F GGAGGCGGCCAGAATGGGCAGC 76

Kvl.5-8R CTGCCGGCTCCTCGTGATCCG 72

Kvl.5-9F GTCCTCACCATTGCCCTGCCTG 72

Kvl.5-10R CTCCCATTCCCTACTCCACTGC 70

Kvl.5-12F TTTGATCGCGCCAGCAAC 56

Kvl.5-13R CCGGAGATGTTGATGTGGAC 62

Kvl.5-14F AGGAGGAAGAAGGCGATCC 60

Kvl.5-17R AAGATGGCCACCACATCGAT 60

Kvl.5-18F AGCTGCTCGTGCGCTTCTT 60

Kvl.5-19R GCTCCTCGTGATCCGTTTC 60

*Tm = 4(G + C) + 2(A + T)

Tables 2. Séquences of the primers used for site-directed mutagenesis. The mutation sites

are underlined.

Primer Nucleotide séquence (5' to 3') Mutation Tm (°Q*

R87Q-F GAGGAGCTGCCACAGCCTCGACGGCCG

R87Q-R CGGCCGTCGAGGCTGTGGCAGCTCCTC

A251T-F GGGTCCGCGCGGACC ATCGCC ATCG

A251T-R CGATGGCGATGGTCCGCGCGGACCC

P307S-F GGTCATGGCCCCGTCCTCTGGCCCTAC

P307S-R GTAGGGCCAGAGGACGGGGCCATGACC :

*Tm = 4(G + C) + 2(A + T)

CGG-

CCG-

GCC-

GGC-

CCC-

GGG-

+CAG

+CTG

+ACC

+GGT

^TCC

->GGA

94

94

88

88

92

92
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Table 3: Number and type of mutations found in our population of French-Canadians

compared to the Caucasians screened by Simard et al. The alielic frequency of mutations is

indicated between brackets.

Patients

French-Canadian

population

(n - 96)

Caucasian

population1 (n = 95)

R87Q

1

(0.52%)

-

A251T

3

(1.56%)

1

(0.53%)

P307S

3

(1.56%)

1

(0.53%)

'[19]
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FIGURE LEGENDS

Figure 1. A, Séquence analysis of three hKvl.5 SNPs found in French-Canadians. The

corresponding peptide séquences are shown. B, Peptide séquences surrounding the

mutation sites.

Figure 2. Représentative recordings of current traces obtained from wild-type hKvl.5 and

R87Q, A251T and P307S variant-transfected CHO cells. Currents were elicited by 1.25 s

depolarizing steps to varying test voltages between -30 mV and +60 mV in 10 mV

incréments from a holding potential of -80 mV. Cells were repolarized to -80 mV at the

end of the voltage test. Note that the inactivation process is slower and less pronounced for

R87Q and P307S variants compared to wild-type hKvl.5 and A251T.

Figure 3. Current-voltage relationships constructed by plotting the normalized peak current

amplitude against the membrane potential. I-V curves obtained for R87Q, A251T and

P307S are compared to the I-V curve obtained from wild-type hKvl.5. Data are presented

as mean ± SEM (n = 8 for the wild type, 6 for R87Q, 7 for WT/R87Q, 10 for A251T, 8 for

P307S and 6 for WT/P307S). * p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.005.

Figure 4. I-V relationships normalized (%) to their respective amplitude at +70 mV. Data

are presented as mean ± SEM; 'n' as in Figure 3.

Figure 5. The rapid time constant of the activating current kinetics is plotted against

voltage step amplitude for wild-type hKvl.5 and for each variant. Data are presented as the

mean + SEM (n = 8, 6, 10 and 8 respectively for hKvl.5 wild-type and R87Q, A251T,

P307S). * p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.005. The faster activation process observed with the

R87Q mutant expression is illustrated at the lower part of the figure. Activating current

traces obtained during +20 and +50 mV depolarizing puises for wild-type hKvl.5 and

R87Q were normalized to the amplitude at t = 30 ms.
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Figure 6. The rapid component of the inactivation kinetics obtained from bi-exponential

fittings is presented as a function of the puise potential. Data obtained for each variant are

compared to those obtained from hKvl.5 wild-type. Data are presented as the mean ± SEM

(n = 8, 6, 10 and 8 respectively for hKvl.5 WT and R87Q, A251T, P307S). * p<0.05; **

p<0.01;***p<0.005.

Figure 7. An action potential waveform (recorded in situ from a canine atrium in sinus

rhythm) was used for voltage-clamp CHO cells. Current traces recorded in différent cells

transfected either with WT, R87Q or P307S were noimalized to their respective maximum

amplitude and superimposed.
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p R/Q P R A/T I P P/S S
C C A C M G C C T C G G I C C à T C

R87Q A 2 5 1 T P 3 0 7 S

R87Q: PGVRPLPPLPEELPR/QPRRPPPEDEEEEGDP
A251T: WLIFEYPESSGSARA/TIAIVSVLVILISIITFCL
P307S: PAPGANGSGVMAPP/SSGPTVAPLLPRTLAD

Figure 1



161

500 msec 500 msec

WT R87Q

500 msec

A251T

500 msec

P307S
Figure 2



162

800 -,

600

400 -

200

• Kv1.5 wild type
v wild type/R87Q
• R87Q

*•*#

* * • *

CL

<

—- 800

Vf

"O

C

-30

O

C

5 800
o
«0

600

400 -

200 -

Kv1.5 wild type
600 -

400 -

200 -

Kv1.5 wild type
wild type/P307S
P307S

o

#*#

- 3 0

V (mV]
Figure 3



163

100

c

o

.£
«a

o

N

O
G

75 -

50

=5 25 -

0

• Kv1.5 wild type
• R87Q
• A251T
A P307S

-30 -10 10 30

V (mV)

50 70

Figure 4



164

10

o

E

O

5 -

+
o

tn

0 J r-
10

Kv1.5wild type
R87Q
A251T
P307S

30

V (mV)

•*#

50

+20 mv|

Kv1.5 WT

| +50 mV]

10 msec 10 msec

Figure 5



165

700 n

350

0 J

O 700 n

tn
Ë

'•? 350 -

40

w
G 0 J

700 -i

I

40

350 -

0 J

40

*#*

50

50

60

i

60

50 60

V (mV)

• Kv1.5 WT
V R87Q/WT
• R87Q

* * • *

70

Kv1.5 WT
A251T

70

Kv1.5 WT
P307S/WT
P307S

70

Figure 6



166

R87Q

P307S
R87Q
WT

30 msec
Figure 7



CHAPITRE 3

PREMIÈRE PARTIE:

MOLECULAR ANALYSIS OF hKV1.5 IN PATIENTS WITH

PERSISTENT POST-SURGERY ATRIAL FIBRILLATION



168

Molecular analysis of hKvl.5 in patients with persistent post-surgery atrial

fibrillation.

Isabelle Plante PhD1'2, Dominique Fournier MSc1, Patrick Mathieu MD1'3, Pascal Daleau

PhD1'2

'Québec Heart Institute, Laval Hospital Research Center, Québec, Canada, G1V 4G5
2Faculty of Pharmacy, Laval University, Québec, Canada, GIK 7P4
3Department of Surgery, Laval University, Québec, Canada, GIK 7P4

Correspondence to:

Pascal Daleau, PhD

Laval Hospital Research Center

2725 chemin Ste-Foy, Québec, PQ, Canada, G1V 4G5

tel. 418-656-871 lext. 5394

fax. 418-656-4509

e-mail: pascal.daleau@pha.ulaval.ca

Running title: hKvl.5 variants and post-operative atrial fibrillation



169

SUMMARY:

We recently identified single nucleotide polymorphisms (SNPs) in hKvl.5 in a French-

Canadian population, which could shorten atrial action potential. We tested their présence

among 185 post-coronary bypass patients and found a higher prevalence in patients with

post-operative atrial fibrillation (AF) (6.25% vs 3.37%; p=0.427). Allelic frequencies for

R87Q and P307S were 0.52% and 1.56% in the AF group vs 0% and 0.56% for non-AF

group. We conclude that SNPs could be linked, when combined with other factors, to post-

operative AF. Although it will be necessary to screen additional patients for thèse SNPs,

this study helps to clarify the rôle of genetics in post-operative AF.
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ABSTRACT

Background: Post-operative atrial fibrillation (AF) is a fréquent complication following a

cardiac surgery. Risk factors leading to the development of post operative AF are not well

known and might be influenced by mutations of spécifie channels involved in atrial

repolarization. Recently, we hâve identified three single nucleotide polymorphisms (SNPs)

(R87Q, A251T and P307S) in the hKvl.5 channel in a French-Canadian population. Two

of them, R87Q and P307S, modified the gating process and the expression level of hKvl.5.

Objectives: Considering that thèse SNPs might accelerate atrial repolarization, we

hypothesized that they could prédispose to post-operative AF. Methods: We tested the

présence of SNPs in the hKvl.5 channel among 185 patients undergoing coronary artery

bypass grafting (CABG) surgery. Results: In the post operative period, 96 patients (52%)

developed a new onset of AF. Among patients who developed post-operative AF, we found

a higher prevalence of SNPs when compared to the population without this post-operative

arrythmia (6.25% vs 3.37%; p=0.42). Respective allelic frequencies for R87Q and P307S

were 0.52% and 1.56% in the post-operative AF group vs 0% and 0.56% for non-AF group.

We also screened families of the carrier patients and found several members who carried

the SNPs but did not show AF. The latter is not likely to be responsible for AF since it does

not modify hKvl.5 channel fonctions. Conclusion: We identified a genetic background that

might be involved in the occurrence post-operative AF. Therefore, R87Q and P307S

polymorphism in hKvl.5, possibly in combination with other risk factors, might influence

the development of post-operative AF.

KEY WORDS : Post-operative atrial fibrillation; single nucleotide polymorphism;

potassium channels; hKvl.5.
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RÉSUMÉ

Problématique: La FA post-opératoire est une complication fréquente suite à une chirurgie

cardiaque. Les facteurs de risques menant au développement de la FA post-opératoire ne

sont pas très bien connus et pourraient être influencés par des mutations dans des canaux

ioniques spécifiques impliqués dans la repolarisation auriculaire. Récemment, nous avons

identifié trois polymorphismes non-synonymes (SNPs) (R87Q, A251T, P307S) dans le

canal hKvl.5 chez une population de Canadiens-Français. Deux d'entre eux, R87Q et

P307S, ont modifié les propriétés électrophysiologiques et le niveau d'expression de

hKvl.5. Objectifs: Considérant que ces SNPs pourraient accélérer la repolarisation

auriculaire, nous avons émis l'hypothèse qu'ils pourraient prédisposer les patients à la FA

post-opératoire. Méthodoligie: Nous avons testé la présence des SNPs dans le canal

hKvl.5 parmi 185 patients ayant subi un pontage coronarien. Résultats: Suite au pontage,

96 patients (52%) ont eu des épisodes de FA post-opératoire. Parmi ceux-ci, nous avons

retrouvé une plus forte pré valence des SNPs comparativement aux patients n'ayant pas fait

de FA (6,25% vs 3,37% ; p=0,42). Les fréquences alléliques respectives pour R87Q et

P307S étaient de 0,52% et 1,56% dans le groupe avec FA post-opératoire vs 0% et 0,56%

pour le groupe sans FA. Nous avons aussi analysé les familles des patients porteurs de

SNPs et avons retrouvé A251T et P307S chez plusieurs membres, mais aucun d'eux n'était

atteint de FA. Il est peu probable que le SNP A251T soit associé à la FA, puisqu'il ne

change pas les fonctions du canal. Conclusion: Nous avons identifié des éléments

génétiques qui pourraient être impliqués dans le développement de la FA post-opératoire.

Les polymorphismes R87Q et P307S du canal hKvl.5 pourraient possiblement, en

combinaison avec d'autres facteurs de risques, influencer le développement de la FA post-

opératoire.

MOTS-CLÉS: Fibrillation auriculaire post-opératoire; polymorphismes; canaux

potassiques; hKvl.5
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INTRODUCTION

With an incidence of 10 to 50% (1), atrial fibrillation (AF) is the most common

complication following coronary artery bypass surgery (CABG). AF is associated with a

two-fold increase in cardiovascular mortality (2) and morbidity (3). Factors predisposing to

post-operative AF hâve been reported, such as advanced âge (4), atrial ischemia (5),

intracellular calcium overload (6) and a high level of expression of connexin-40 in atrial

myocytes (7). In addition, Mandai et al. (8) reported an association between anti-HSP65

antibodies and post-operative AF, suggesting a possible rôle for antibody-mediated immune

response in its pathogenesis.

Moreover, post-operative AF seems to be linked to oxidative stress and particularly

to peroxynitrite production (9). The rôle of oxidative stress in the incidence of this

pathology was confirmed by Carnes et al. (10), who demonstrated that ascorbate decreases

the incidence of post-operative AF.

Gaudino et al. (11) demonstrated a close relation between the -174G/C Interleukin-

6 promoter gène variant, the inflammatory response to surgery and the development of

post-operative AF. Among 110 patients having undergone a coronary artery bypass

grafting, they identified GG, CT and CC génotypes and found GG to be linked to higher

post-surgery plasma levels of Interleukin-6 and increased post-operative incidence of AF,

suggesting a genetic modulation of this pathology (11).

The gène hKvl.5 encodes for the voltage-gated K+ channel hKvl.5, which was

identified for the first time in myocytes from human heart by Fedida et al. (12). Recently,

we found the heterozygous single nucleotide polymorphisms (SNPs) R87Q, A251T and

P307S in this channel in a population of 96 French-Canadians (13). Electrophysiological

analysis showed that the R87Q and P307S variants diminished the expression level of the

channel and slowed its inactivation process in CHO cells. In addition, the variant R87Q

accelerated the rate of hKvl.5 channel opening.

Considering the rôle of hKvl.5 in human atrial repolarization and that the

electrophysiological properties of R87Q and P307S variants could potentially lead to

abbreviation of the atrial action potential and effective refractory period durations, we
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assessed the possibility that thèse SNPs could prédispose to the development of post-

operative AF following a cardiac surgery. We screened the hKvl.5 gène of 185 patients

having undergone a CABG, of which 96 had post-operative AF, and we found a higher,

although non significant, prevalence of the R87Q and P307S SNPs among patients with

post-operative AF.

METHODS

Patients enrolling

This study was carried out on 185 French-Canadians patients having undergone a

CABG, of which 96 (52%) developed a new onset of post-operative épisodes of AF

significant enough to require a pharmacological treatment (i.e. épisodes of >2h duration or

récurrent épisodes of AF). Exclusion criteria were: left ventricular éjection fraction <40%,

âge >65 year-old, chronic obstructive pulmonary disease, documented history of previous

AF and peri-operative myocardial infarction. The présent study was approved according to

the ethical guidelines of Laval Hospital.

DNA préparation

Blood samples of patients were obtained from the GenetICQ tissue bank of the

Québec Heart Institute and genomic DNA was extracted from blood using the QIAamp

DNA Blood Midikit protocol, as recommended by the manufacturer (QIAGEN,

Mississauga, Canada).

PCR amplification and sequencing ofKvl.5

PCR primers (Table I) were initially selected in promoter and coding régions of

hKvl.5, using the OLIGO primer analysis software (version 6.0; MBI, Cascade, USA) and

oligos were synthesized by Medicorp Inc (Montréal, Canada). PCR amplifications were

done on 50 ng of total DNA in a thermal cycler (Peltier Thermal Cycler PTC-200, MJ

Research, Toronto, Canada), with Taq (Promega, Madison, USA) and Pfu Turbo
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(Stratagene, Vancouver, Canada) DNA polymerases according to the manufacturer^

protocol. Samples were denatured for 5 minutes at 94°C and then cycled by denaturing 1

minute at 94°C, annealing 1 minute at 55°C and extending 2 minutes at 72°C (35 cycles). A

final 10 minutes extension period was added.

PCR products were visualized and purified on an agarose gel stained with ethidium

bromide and sequenced on both strands. Nucleotide séquence déterminations were done at

the Nucleic Acids Analysis and Synthesis Service, Laval University (Québec, Canada) on

an Applied Biosystem 3100 genetic analyzer (Perkin-Elmer, Mississauga, Canada) using

the fluorescent dideoxy terminator sequencing protocol as recommended by the

manufacturer. Electrophoretograms were visualized using Chromas software (version 1.45;

Griffith University, Southport, Australia). Séquence comparisons between the wild-type

and the hKvl.5 gène of affected subjects were performed using CLUSTAL W (EMBL-EBI,

Cambridge, UK).

Slatistical analysis

A chi-square analysis was used in order to evaluate if the SNPs R87Q, A251T and

P307S were significantly linked to post-CABG AF. The group of 96 patients with post-

CABG AF was compared to the 89 post-CABG patients without AF and to a control

population of 95 Caucasian patients (Simard C. et al, 2005). A p value < 0.05 was

considered for statistical significance. Values are presented as mean + S.D.

RESULTS

Clinical characteristics of patients groups

The mean âge of both groups was not significantly différent (55±6 years for non-AF

and 58±5 years for AF), as well as the gender distribution (77.5% maies in non AF vs

86.5% in AF). Moreover, no différence was found between the mean left ventricular

éjection fraction (64±12% in non AF vs 64±13% in AF).
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Molecular analysis ofhKvl.5 in patients

In the post-CABG AF group, we documented an increased incidence of SNPs when

compared to patients without post-operative AF (6.25% vs 3.37%; p=0.42). Among the

patients with post-operative AF we identified one patient with the R87Q and two with the

A251T SNPs whereas the P307S SNP was found in three other patients. Among the post-

CABG group without AF, only A251T and P307S were found respectively in two and one

patient. Ail patients were heterozygous for thèse SNPs and respective allelic frequencies

are presented in Table 2. Although the results are not statistically significant when studied

individually, the allelic frequencies of the R87Q and P307S SNPs were higher among the

post-CABG group with AF (0.52% and 1.56% respectively vs 0% and 0.56% in the non-AF

group). We also compared the allelic frequencies between the AF group and a Caucasian

population of 95 control patients without AF, of which hKvl.5 was recently screened by

Simard et al (2005). A251T and P307S SNPs were identified in this population, with

allelic frequencies of 0.53% for both (14). The p values for frequency of occurrence of

R87Q, A251T and P307S in our post-CABG AF group compared to the non-AF group and

this control population were 1.00, 0.87 and 0.63, respectively.

Molecular analysis ofhKvl.5 in family members

We also tested the présence of SNPs in family members of carrier patients. Twelve

members in three families were enrolled in the study and were screened for hKvl.5. The

pedigrees of the three families are shown in the Figure. In the first family, the A251T SNP

was présent in a post CABG patient with AF (II.7 in the Figure) and in 3 of the 7 members

which took part of the study. In the family 2, the same SNP was found in a post-CABG

patient without AF (II.7) and in ail of the three members enrolled. Finally, we identified

P307S in one member of the family of a post CABG patient with AF (family 3 (II.6)). Ail

the family members were heterozygous for thèse SNPs. As none of the family members for

whom SNPs were screened hâve presented any documented épisodes of AF, the présence

of other factors might be necessary in order to trigger this arrhythmia.



176

DISCUSSION

We performed a molecular analysis of hKvl.5 in 185 French-Canadians having

undergone a CABG, of which 96 had post-operative épisodes of AF. We hâve already

characterized, in a French-Canadian population, the R87Q, A251T and P307S SNPs in this

gène (13). Thèses variants were found among post-CABG patients with AF, with a

respective allelic frequencies of 0.52%, 1.04% and 1.56%. In the group without AF, the

R87Q SNP was not identified, but the two other variants were encountered (allelic

frequencies of 1.12% and 0.56% for A251T and P307S, respectively). Overall, we found a

higher prevalence of SNPs among patients with post-operative AF, suggesting that genetic

background might, with other concomitant factors related to surgery, prédispose to the

development of post-operative AF. Even though the sample size was not sufficient to

establish statistical significance for each individual mutation, the results do indicate that

thèse mutations may influence the development of post-operative AF. Indeed, thèse SNPs

slow the inactivation process of the hKvl.5 current and in addition R87Q accelerate the rate

of channel opening (13). Thus, thèse mutations accelerate the atrial repolarization which

must contribute to action potential shortening during AF.

To date, only a few gènes, KvLQTl (15,16), Kir2.1 (17) and MiRPl (18), were

found to be associated with AF in a very limited number of patients. The effects of R87Q

and P307S on hKvl.5 channel properties suggest that thèse SNPs could be involved in the

familial as well as the post-operative forms of AF. The A251T variant is not likely to be

responsible for AF, since it does not modify the electrophysiological properties of hKvl.5

(13). R87Q and P307S SNPs may not promote AF by themselves, but they could be

implicated in the development of this disease in combination with other factors such as the

oxidative stress related to surgery. Indeed, epidemiologic studies hâve shown that genetic

and environmental factors can be implicated in the development of disease and that none of

thèse isolated factors can independently promote the pathology (19,20). It has been shown

that post-operative AF is associated with oxidative stress and particularly with peroxynitrite

formation (9,10). A récent study has also shown that hydrogen peroxide increases the

hKvl.5 current amplitude at voltages corresponding to the action potential repolarisation

phase and accelerate hKvl.5 channel opening (21). Thus, the présence of R87Q and P307S
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SNPs, in conjunction with other stress factors associated with surgery such as a burst of

oxygen free radical release, could trigger post-surgery AF.

In conclusion, we found that the frequencies of SNPs were elevated in patients who

developed post-operative AF following a CABG surgery. Thus, we propose that a genetic

background associated with surgical related factors, which are poorly understood at the

moment, prédispose to the development of a new onset of post-operative AF. Though the

problem of AF has been tackled by many researchers, it still remains unclear why some

patients, even when they hâve no apparent risk factors, develop post-operative AF while

others do not. Given the effects of R87Q and P307S on the electrophysiological properties

of the hKvl.5 channel, thèse SNPs could be linked, when combined with other factors, to

post-operative AF. However, it would be necessary to screen the hKvl.5 gène of several

additional hundreds of patients in order to establish this hypothesis. Such a study could be

helpful in providing a better insight into the rôle of the genetic basis of AF in the post-

operative period and, ultimately, in limiting the incidence of post-operative AF by

improved and/or préventive treatments.
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FIGURE LEGEND

Pedigrees of the families of three post-CABG patients carrying SNPs in hKvl. 5. Squares

represent maies, circles are females and crosses designate deceased persons. Solid symbols

are patients with post-CABG AF; in the family 2, the proband II.7 is a post-CABG patient

without AF. S: Family members for whom the hKvl.5 gène has been sequenced; A:

A251T;P:P307S.
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TABLES

Table 1. List of the primers used for PCR amplifications and sequencing.

Primer Nucleotide séquence (5' to 3') Tm (°C)*

Kvl.5-7F GGAGGCGGCCAGAATGGGCAGC 76

Kvl.5-8R CTGCCGGCTCCTCGTGATCCG 72

Kvl.5-9F GTCCTCACCATTGCCCTGCCTG 72

Kvl.5-10R CTCCCATTCCCTACTCCACTGC 70

Kvl.5-12F TTTGATCGCGCCAGCAAC 56

Kvl.5-13R CCGGAGATGTTGATGTGGAC 62

Kvl.5-14F AGGAGGAAGAAGGCGATCC 60

Kvl.5-17R AAGATGGCCACCACATCGAT 60

Kvl.5-18F AGCTGCTCGTGCGCTTCTT 60

Kvl.5-19R GCTCCTCGTGATCCGTTTC 60

*Tm = 4(G + C) + 2(A + T)

Table 2. Distribution of the R87Q, A251T and P307S SNPs oîhKvl.5 among a group of

post-CABG patients with AF and without and in a control Caucasian population1. The

number of patients carrying SNPs is indicated in each group, as well as the allelic

frequencies (in brackets).

Patients

Post-CABG AF

(n = 96)

Post-CABG without AF

(n = 89)

Caucasian population

(n = 95)'

R87Q

1

(0.52%)

0

(0.00%)

0

(0.00%)

p=1.00

A251T

2

(1.04%)

2

(1.12%)

1

(0.53%)

p = 0.87

P307S

3

(1.56%)

1

(0.56%)

1

(0.53%)

p = 0.63

iSimard et al. (14)
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CHAPITRE 3

DEUXIEME PARTIE:

RÔLE POTENTIEL DES POLYMORPHISMES R87Q, A251T ET

P307S DANS L'INCIDENCE DE LA FA FAMILIALE.
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Rôle potentiel des polymorphisme* R87Q, A251T et P307S dans l'incidence de la FA

familiale.

Dans le but d'évaluer le rôle potentiel des polymorphismes R87Q, A251T et P3O7S

dans la pathogenèse de la FA familiale, nous avons étudié le gène hKvl.5 chez quatre

familles parmi lesquelles certains membres étaient atteints de cette pathologie. L'arbre

généalogique de chacune d'elles est montré à la page suivante. Le gène ci-haut mentionné

a été séquence chez 18 patients parmi ces quatre familles et seul le polymorphisme A251T

a été identifié au niveau du canal chez une mère atteinte de FA et sa fille non atteinte, dans

la famille 3. Ainsi, selon nos résultats, il semble que la FA est attribuable à des gènes

autres que hKvl.5 pour ces familles. Pour ce qui est de la famille 3, il est peu probable que

le polymorphisme A251T soit impliqué dans la pathogenèse de la FA étant donné qu'il ne

modifie pas les propriétés électrophysiologiques du canal et qu'il a par ailleurs été identifié

chez une patiente non atteinte.
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Jusqu'à présent, la FA a été associée presque uniquement à des mutations de gain de

fonction dans des gènes codant pour des sous-unités a ou p de canaux potassiques, tel

qu'indiqué à la section 2.7 de l'introduction. De telles mutations tendent à raccourcir la

durée du potentiel d'action auriculaire et de la période réfractaire efficace, ce qui indique

que ce mécanisme devra être pris en considération dans le développement de nouveaux

médicaments utilisés pour le traitement de la FA.

De nombreuses évidences indiquent que des mutations dans plusieurs gènes peuvent

être impliquées dans le développement de la FA. Ainsi, les cas de FA familiale que nous

avons étudiés pourraient impliquer des mutations dans d'autres gènes de canaux

potassiques tels que KCNQ1 ou KCNJ2 ou dans le gène de la Cx40, GJA5.1'2'3

Par ailleurs, il n'est pas exclu que les patients génotypes possèdent des

polymorphismes héréditaires dans d'autres gènes, qui pourraient constituer des facteurs de

risques importants de développement de la FA. Par exemple, des polymorphismes dans les

gènes eNOS et minK ont été associés à la FA, bien que les mécanismes d'action ne soient

pas très bien connus.4 On sait par contre que les polymorphismes retrouvés dane le gène

eNOS, qui code pour la nitric oxide synthase endothéliale, diminuent l'expression de ce

dernier, ce qui entraîne une augmentation de la densité du courant lca,u
 u n mécanisme

impliqué dans le développement de la FA.

En conclusion, le modèle de FA familiale est sans aucun doutes très approprié pour

tenter de mieux en comprendre les origines génétiques. En effet, il permet de génotyper

des familles entières sur plusieurs générations et ainsi de déterminer de quelles façons les

mutations ou polymorphismes potentiellement mis en cause sont transmis, un facteur

important à considérer dans plusieurs pathologies. Cependant, malgré les nombreux efforts

qui sont faits dans ce domaine, les cas de FA familiale sont rares, ce qui fait que les gènes

déjà identifiés dans les familles peuvent ne pas représenter ceux qui seraient éventuellement

les plus communément impliqués dans le développement de la maladie. En effet, les cas

sporadiques ne suffisent pas à déterminer les origines génétiques précises d'une

pathologie.7 Pour ce faire, il faut recruter de nombreuses familles sur plusieurs années et

même en présence d'un nombre théorique suffisant de patients (déterminé statistiquement),

l'établissement des bases génétiques de la FA peut demeurer incertain. Premièrement, de
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telles études risquent de sous-estimer l'implication de certains gènes, tout d'abord parce

que la pénétrance n'est pas toujours à 100%. Ensuite, comme la FA familiale commence

souvent par être paroxystique, certains patients peuvent être considérés comme étant non

affectés alors qu'ils sont en réalité atteints sans le savoir (par exemple, épisodes non

récurrents de FA, légers ou asymptomatiques). D'autres patients peuvent aussi avoir les

prédispositions génétiques mais commencer à souffrir de la maladie plusieurs années après

la fin de l'étude, étant donné que la prévalence de la FA augmente avec l'âge. De plus, ces

études sont souvent effectuées sur des patients d'un seul groupe ethnique, ce qui peut être

limitant puisque le bagage génétique est variable d'un groupe à l'autre.8 Par contre, cela

peut tout autant constituer un aventage d'homogénéité.

Enfin, l'analyse moléculaire du gène hKvl.5 demeure une avenue fort intéressante

dans l'étude de l'origine de la FA familiale étant donné le rôle important de ce gène dans la

repolarisation auriculaire. Bien que les études effectuées dans le domaine auront toujours

une part d'incertitude, l'analyse du gène hKvl.5 chez plusieurs familles pourrait donner des

résultats importants pour la compréhension de la FA. D'ailleurs, en juillet 2006, une

mutation non-sens a été identifiée dans le gène hKvl.5 et associée à la FA chez trois

membres d'une famille dont deux étaient atteints de FA, le troisième ayant déjà eu des

épisodes de palpitations typiques de la FA paroxystique. Cette mutation insère un codon

stop à la position 375 du canal, ce qui élimine les segments S4 à S6 et la région COOH

terminale en plus de diminuer l'amplitude du courant de 62%.9
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CONCLUSION GÉNÉRALE

La FA est une complication fréquente suite à une chirurgie cardiaque telle qu'un

pontage coronarien. Elle est associée à des taux de mortalité et de morbidité considérables

de même qu'à un coût médical élevé étant donné qu'elle prolonge la durée de

l'hospitalisation.1'2 Il est donc d'une importance capitale de trouver des moyens efficaces

de traiter cette forme d'arythmie et, mieux encore, de la prévenir. Cependant, notre

compréhension actuelle de la pathogenèse de la FA ne nous permet pas encore de relever

ces défis importants. Il est maintenant bien connu qu'une composante multigénique est

impliquée dans le développement de la FA. Toutefois, bien que certaines mutations aient

été identifiées chez des patients qui en sont atteints, aucune étude visant à détecter la

présence ou l'absence de ces mutations chez un grand nombre d'individus souffrant de la

maladie n'a été effectuée. De ce fait, aucun gène n'a encore pu être réellement associé à la

FA. Les mutations rapportées dans la littérature comme étant potentiellement reliées à cette

pathologie ont été identifiées seulement dans quelques familles et sur un nombre de patients

insuffisant. C'est pourquoi il n'a jamais été possible, pour l'instant, d'établir un lien clair

entre une mutation donnée et le développement de la FA.

La FA est attribuable entre autre à un raccourcissement de la phase de plateau du

potentiel d'action de l'oreillette ainsi que de la période réfractaire efficace.3'4 Comme le

courant I^ur joue un rôle important dans la repolarisation auriculaire,5 nous avons émis

l'hypothèse que des mutations ou des polymorphismes dans le canal potassique hKvl.5

pourraient modifier les propriétés électrophysiologiques de celui-ci et être impliqués dans

la pathogenèse de la FA familiale ou idiopathique ou prédisposer à la FA post-opératoire.

Les travaux présentés dans cette thèse avaient pour premier objectif de faire une analyse

moléculaire du canal potassique hKvl.5 chez une population de patients contrôles et

d'autres atteints de FA (familiale, idiopathique ou post-opératoire). L'identification de

polymorphismes non synonymes dans ce canal, chez certains de ces patients, a donné lieu

au deuxième objectif, c'est-à-dire d'évaluer les effets de ces polymorphismes sur les

propriétés électrophysiologiques de hKvl.5. Enfin, le troisième objectif de cette thèse était

de tenter d'établir un lien entre ces polymorphismes et l'une ou l'autre des formes de FA.

Rappelons brièvement que les mutations sont des variants très rares dans l'ADN, qui
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changent les séquences peptidiques des protéines et qui sont souvent associées à des

maladies congénitales telles le LQTS;6 les polymorphismes sont des variants communs

dans l'ADN, qui changent (non-synonymes) ou ne changent pas (synonymes) la séquence

peptidique. Notons cependant qu'un changement non-synonyme ne signifie pas

nécessairement un changement fonctionnel au niveau de la protéine.

Identification et caractérisation de polymorphismes dans le canal hKvl.5

Le chapitre 2 présente une étude portant sur la caractérisation électrophysiologique

de polymorphismes non-synonymes dans le gène hKvl.5.1 Nous avons d'abord extrait

l'ADN génomique de 96 patients Canadiens-Français à partir d'échantillons sanguins

prélevés dans la banque GenetICQ de l'Institut de Cardiologie de Québec. À l'aide de la

technique de réaction en chaîne de la polymérase, nous avons amplifié la séquence codante

du gène hKvl.5 ainsi que la région promotrice présumée (-83 bp).7 Cependant, dans les

faits, la région promotrice est certainement plus étendue que celle que nous avons analysée.

En effet, une étude a démontré, par extension d'amorces, la présence de sites potentiels

d'initiation de la transcription de Kvl.5 à environ 220, 360 et 700 pb avant l'ATG dans le

cœur de rat8 et la séquence promotrice du gène pour cette espèce était déjà connue9 lorsque

nous avons amorcé notre étude. Par contre, les connaissances au sujet de la séquence du

gène Kvl.5 de l'humain (hKvl.5) étaient beaucoup plus restreintes. La seule séquence

disponible à l'époque en était une d'ADNc (numéro d'accession NM_002234 sur le site

http://www.ncbi.nlm.nih.gov) qui débutait seulement 230 pb avant l'ATG, ce qui ne laissait

pas beaucoup de latitude pour le choix d'une amorce fonctionnelle dans cette région (%GC

adéquat, pas de séquences inversées répétées, Tm pas trop élevé, etc.).

Quoi qu'il en soit, le séquençage direct d'amplicons nous a permis d'identifier les

polymorphismes non synonymes R87Q, A251T et P307S chez respectivement 1, 3 et 3 des

96 patients.7 Ces derniers se trouvent respectivement dans l'extrémité NH2-terminale, le

segment transmembranaire SI et la première boucle extracellulaire du canal hKvl.5. Il

s'agit vraisemblablement de polymorphismes plutôt que de mutations pour deux raisons.

Premièrement, les polymorphismes A251T et P307S ont récemment été identifiés parmi

une population contrôle de Caucasiens.10 Deuxièmement, tel que mentionné dans la section
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des résultats du manuscrit présenté au chapitre 2, un alignement de gènes Kvl.5 de

différentes espèces a permis de détecter, chez certaines d'entre-elles, la présence de deux

des trois polymorphismes que nous avons identifiés. Par exemple, Q87 a été retrouvé chez

un gène Kvl.5 de furet et trois de lapin. Ce polymorphisme, de même que S307, a

également été rencontré chez quatre gènes Kvl.5 de souris et un de rat. Le polymorphisme

T251 n'était présent ni chez les gènes humains ni chez ceux des autres espèces, mais

seulement 16 gènes ont été étudiés (http://www.ncbi.nlm.nih.gov).

Les polymorphismes R87Q, A251T et P307S ont été reproduits par mutagenèse

dirigée et les canaux hKvl.5 variants ont été exprimés dans une lignée de cellules CHO.

Enfin, la technique de patch-clamp en configuration cellule entière a permis d'étudier les

propriétés d'ouverture et de fermeture du canal sauvage et des variants. Brièvement, cette

technique consiste à approcher une micropipette de la cellule jusqu'à ce qu'elle touche la

membrane, à provoquer une légère dépression afin de créer un scellement étanche et enfin,

à percer la membrane cellulaire en appliquant une dépression additionnelle. La

micropipette utilisée lors de cette technique contient un liquide dont la composition est

semblable à celle du cytoplasme. Ainsi, en perçant la membrane, le liquide de la

micropipette se mélange au cytoplasme de la cellule et cela permet d'enregistrer, suite à

l'imposition de différents voltages, les courants produits par les canaux exprimés dans la

cellule entière.

Le canal hKvl.5 sauvage produit un courant qui s'active rapidement à partir d'un

voltage d'environ -10 mV et qui s'inactive lentement, à des voltages > +10 mV. Le

courant produit par A251T était semblable à celui du canal sauvage. Cependant, nous

avons remarqué une forte diminution de la densité de courant ainsi que de l'amplitude de

l'inactivation chez les variants R87Q et P307S. De plus, nous avons également noté que le

canal porteur du polymorphisme R87Q s'ouvrait plus rapidement. Par ailleurs, nous avons

soumis les cellules transfectées à un protocole de "potentiel d'action imposé", qui a été

conçu pour imiter un potentiel d'action auriculaire. Les résultats obtenus à l'aide de ce

protocole ont permis de confirmer les effets observés sur l'activation et l'inactivation du

canal hKvl.5 en présence des polymorphismes R87Q et P307S. Nous avons démontré que

ces derniers pourraient potentiellement augmenter le courant total produit par hKvl.5//KUr



195

lors d'un potentiel d'action. Ensuite, comme tous les polymorphismes identifiés étaient à

l'état hétérozygote, nous avons co-transfecté chacun des canaux variants R87Q et P307S

avec le canal sauvage dans les cellules CHO. Le phénotype sauvage a été restauré avec la

combinaison canal sauvage-P307S, mais la co-expression du canal sauvage avec le variant

R87Q a donné lieu à un phénotype intermédiaire, démontrant un caractère plutôt dominant

pour R87Q contrairement à P307S. Notons qu'il ne serait pas tout à fait exact de parler

d'effet dominant négatif pour R87Q, puisque généralement, dans un tel cas, ce variant

aurait probablement démontré peu ou pas d'activité comparativement au canal sauvage. En

effet, la co-expression d'un dominant négatif avec la protéine sauvage en diminue

généralement les fonctions de beaucoup plus de 50%.

Il n'a malheureusement pas été possible d'évaluer si chaque cellule analysée avait

réellement un ratio 1:1 lors des expériences de co-expression; cela constitue une limite de

notre étude. En effet, il est possible que les cellules soumises au patch-clamp exprimaient

en général un peu plus du canal variant que de la protéine sauvage dans le cas de R87Q et

inversement pour ce qui est de P307S. Il se peut également que les ratios aient été

variables pour chacune des co-expressions. Quelques-uns des résultats obtenus semblent

aller dans le sens de cette hypothèse. Par exemple, si on regarde les courbes des constantes

de temps rapides d'inactivation en fonction du voltage (chapitre 2, figure 6, page 166), on

peut voir que la co-expression du variant P307S avec le canal hKvl.5 sauvage restaure le

phénotype de ce dernier sauf à +50 mV, où la constante de temps est encore plus élevée que

celle du variant P307S seul. Ce résultat inattendu pourrait aussi être attribuable à une

limite du processus de modélisation, qui peut justement survenir à des voltages inférieurs à

+50 mV. En effet, le canal hKvl .5 a très peu d'inactivation et celle-ci commence à paraître

aux environs de +40 mV et parfois à +50mV. Or, la modélisation bi-exponentielle que

nous avons effectuée dans le cas présent est d'autant plus exacte que l'inactivation est

prononcée. Ainsi, en présence d'une inactivation très faible, cette forme de modélisation

peut parfois donner des résultats erronés. Néanmoins, il semble que le variant P307S

influence les propriétés électrophysiologiques, même en co-expression avec le canal

sauvage. En effet, si on regarde le bas de la figure 3 du chapitre 2 (page 163), on voit que

la courbe d'activation du variant P307S est décalée vers des voltages plus positifs. Lorsque

P307S est co-exprimé avec la protéine sauvage, le décalage demeure présent pour des
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voltages inférieurs à +50 mV seulement. Ces résultats semblent indiquer qu'à ces voltages,

P307S a une influence sur les propriétés électrophysiologiques du canal, mais que son effet

est annulé à des voltages plus élevés. Même si on considère le fait que les niveaux

d'expression des canaux P307S et sauvage aient pu varier d'une cellule à l'autre, ce

décalage de la courbe semble vraisemblablement être attribuable au variant P307S. En

effet, si ce dernier n'avait eu aucune influence sur les propriétés électrophysiologiques du

canal, des niveaux d'expression variables de P307S et de la protéine sauvage auraient

donné lieu à des courbes ayant des barres d'erreurs plus grandes et possiblement sans

différences significatives.

Enfin, le canal sauvage et chacun des variants (sans co-expression avec hKvl.5) ont

été transfectés dans une lignée de cellules HEK293 et caractérisés en patch-clamp, mais

tous ont montré des propriétés électrophysiologiques semblables.7 L'intérêt d'utiliser deux

systèmes d'expression (cellules CHO et HEK293) était d'étudier l'effet de la sous-unité p

sur les canaux porteurs des polymorphismes. Trois sous-unités p sont connues pour

interagir avec l'extrémité NH2-terminale de hKvl.5, soient Kvpi.2, Kvpi.3 et Kvp2.1.

Ces dernières modulent l'inactivation du canal.11"13 Les cellules CHO expriment la sous-

unité Kvp2.1, contrairement aux HEK qui n'expriment pas de sous-unités p.12 Les

caractéristiques électrophysiologiques anormales induites par les polymorphismes R87Q et

P307S semblent dépendre de la présence de la sous-unité p, puisqu'elles n'ont été

observées que dans les cellules CHO. Une étude a mis en évidence que le canal hKvl.5

s'associe à des sous-unités p dans le cœur humain,14 ce qui signifie que les phénotypes

causés par la présence des polymorphismes R87Q et P307S pourraient s'exprimer dans le

myocarde. Des études ont rapporté que Kvpi.2, Kvpl.3 et Kvp2.1 augmentent l'amplitude

et la vitesse de l'inactivation de hKvl.5.1215'16 Par ailleurs, l'inactivation rapide de hKvl.5

induite par Kvpi.3 implique un blocage du canal à l'état ouvert par l'extrémité NH2-

terminale de la sous-unité p.12 Nous avons précédemment mentionné que les

polymorphismes R87Q et P307S, qui diminuent l'amplitude de l'inactivation, sont situés

respectivement dans l'extrémité NH2-terminale et la première boucle extracellulaire.7 Ces

résultats suggèrent donc que des portions de hKvl.5, autres que le pore, sont impliquées

dans l'inactivation. Il a été démontré que les acides aminés 112 à 201 de l'extrémité NH2-
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terminale étaient importants pour la liaison de la sous-unité a aux sous-unités B.n D'autres

études mentionnent que les 200 premiers acides aminés sont importants.17'18 Ainsi, il est

possible que R87Q, qui est situé près de cette région, déstabilise l'interaction ot/B. Il se

peut que P307S modifie aussi le lien à la sous-unité p, bien que ce polymorphisme ne soit

pas dans l'extrémité Ntb-terminale. Nos résultats semblent donc indiquer que la première

boucle extracellulaire est elle aussi impliquée dans le processus d'inactivation.

Notre étude a démontré que le polymorphisme R87Q accélère les cinétiques

d'ouverture de hKvl.5.7 Cet effet était plutôt imprévisible, puisque les régions impliquées

dans l'activation de hKvl.5 sont le segment S4 et la portion S5-pore-S6.19 Cependant,

selon une autre étude, le canal hKvl.5 passe par plusieurs états fermés avant de s'activer.20

Ainsi, il est possible que la présence du polymorphisme R87Q interfère avec ces états.

Pour ce qui est de la diminution de la densité de courant observée avec R87Q et

P307S, celle-ci pourrait, comme le ralentissement de l'inactivation, être attribuable à une

altération de la liaison du canal à la sous-unité p. Le fait que les densités de courant du

canal sauvage et des variants demeuraient inchangées, lorsque exprimés dans les cellules

HEK293, va en faveur de cette hypothèse. Il a été démontré, en effet, que la liaison entre le

canal potassique Kv2.2 et la sous-unité mKvP4, dans le cerveau de souris, augmentait la

stabilité et la distribution subcellulaire du canal.2 Des résultats semblables ont été

observés avec les sous-unités Kvpi.l et Kvp2.1 en présence du canal Kv4.3 du cerveau du

rat.22 Il semble que l'interaction de la sous-unité p avec les sous-unités a aurait lieu dès le

début de la biosynthèse, ce qui augmenterait la stabilité de ces dernières et favoriserait leur

transport vers la surface de la cellule.23 Aucune étude n'a rapporté qu'une sous-unité P

particulière augmentait le niveau d'expression de surface de hKvl.5. Cependant, étant

donné ce qui est rapporté dans la littérature au sujet du rôle de chaperone des sous-unités P

auprès d'autres canaux potassiques, il est possible que les sous-unités p exprimées dans le

cœur aient un effet semblable sur hKvl .5.

Comme les sous-unités p, le domaine de tétramérisation (Tl) des canaux

potassiques dépendants du voltage sert lui aussi de chaperone lors de leur biosynthèse. Il se

forme très tôt, alors même que le canal est encore attaché à la membrane du réticulum
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endoplasmique.24'25 Il est impliqué dans la stabilisation du canal et il régule son expression

à la surface cellulaire.2 Ce domaine est hautement conservé chez les canaux potassiques

dépendants du voltage.27 D'une longueur d'environ 120 acides aminés, il est situé dans la

portion NHb-terminale du canal, juste avant le segment transmembranaire SI (acides

aminés 120 à 240).27 Cependant, il est peu probable que la diminution de l'expression de

surface du canal observée en présence des polymorphismes R87Q et P307S soit en lien

avec le domaine Tl, puisque ces polymorphismes sont situés relativement loin de ce

domaine.

Par ailleurs, une étude récente a démontré que le niveau d'expression de surface du

canal Kvl.5 du rat, dans une lignée de cellules HEK293 transfectée comme dans des

myocytes auriculaires, était modulé par une interaction avec le complexe dyneine-

dynactine.28 Celui-ci est impliqué dans le transport des endosomes de la surface vers

l'intérieur de la cellule et son inhibition augmenterait le niveau d'expression de Kvl.5 par

un blocage de Fendocytose et une redistribution des canaux à la surface cellulaire.29 Dans

l'étude de Choi et a/.,28 la délétion des acides aminés 65 à 93 a éliminé l'effet modulateur

du complexe dyneine-dynactine. Or, un fait intéressant est que le polymorphisme R87Q est

situé dans cette région. De plus, il semble que la phosphorylation de résidus tyrosine sur le

canal Kvl.5, qui est d'ailleurs reconnue pour diminuer l'amplitude du courant,30 soit

nécessaire à l'action du complexe dyneine-dynactine.28 La région située entre les acides

aminés 65 et 93 est riche en proline et possède deux sites consensus SH3 (RPLPPLP) de

liaison à la tyrosine kinase src.31 En introduisant des mutations dans le deuxième site

(RPLPPLP -»• RPLAALP), Choi et aln ont obtenu les mêmes résultats qu'en délétant les

acides aminés 65 à 93. Ces résultats démontrent que le deuxième site SH3, qui est situé

seulement 5 acides aminés avant R87, est particulièrement impliqué dans la modulation de

l'expression de surface par le complexe dyneine-dynactine. Le polymorphisme R87Q

pourrait donc possiblement interférer avec la phosphorylation par la tyrosine kinase src.

Enfin, il est beaucoup plus facile d'émettre des hypothèses pouvant expliquer les

changements de propriétés électrophysiologiques induits par R87Q que ceux occasionnés

par P307S. En effet, il est maintenant bien connu que la région NH2-terminale est

importante dans la régulation de nombreuses fonctions des canaux potassiques dépendants
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du voltage, dont l'inactivation et l'expression de surface tel que mentionné plus haut, et
-J'y

aussi l'assemblage en un canal fonctionnel. Cependant, aucune étude n'a rapporté de rôle

particulier de la première boucle extracellulaire (où est situé P307S) dans la modulation de

ces fonctions. Cependant, le fait que le polymorphisme P307S ait des effets semblables à

ceux de R87Q suppose que la première boucle extracellulaire pourrait moduler l'amplitude

de l'inactivation et le niveau d'expression du canal à la surface cellulaire, au même titre que

l'extrémité NH^-terminale.

Pour ce qui est de A251T, qui est situé dans le segment transmembranaire SI,

l'absence d'effets électrophysiologiques de ce polymorphisme sur hKvl.5 pourrait signifier

que l'alanine en position 251, n'a pas de rôle majeur dans les fonctions du canal. En effet,

ce segment ne semble pas particulièrement impliqué dans les processus d'activation et

d'inactivation, mais une étude a cependant démontré qu'il était très important pour

l'assemblage du canal.33 Toutefois, le polymorphisme A251T paraît ne pas influencer le

processus d'assemblage, puisqu'il n'a pas entraîné une diminution de l'amplitude du

courant comme l'ont fait R87Q et P307S dans les cellules CHO.

Les résultats de l'étude décrite au chapitre 2 nous guideront potentiellement vers

une meilleure compréhension du fonctionnement du canal potassique hKvl.5. Ils

constituent, par ailleurs, une autre preuve que des polymorphismes peuvent interférer avec

l'expression et les propriétés de gènes et de protéines. Ces résultats démontrent également

que certains polymorphismes pourraient potentiellement être impliqués dans la pathogenèse

de diverses maladies telles que la FA, dans le cas des polymorphismes R87Q et P307S.

Bien que l'inactivation de hKvl.5 se développe lentement, le degré d'inactivation du canal

au début d'un potentiel d'action dépend du temps relatif pendant lequel la cellule se trouve

à des voltages de dépolarisation. Lors de la FA, les myocytes auriculaires se retrouvent

fréquemment à des voltages élevés, ce qui suggère qu'une inactivation substantielle du

canal hKvl.5 est présente. Ainsi, des différences dans la vitesse et le degré de

l'inactivation peuvent avoir des conséquences directes sur la repolarisation auriculaire.14

Par ailleurs, comme l'inactivation de hKvl.5 est fortement diminuée en présence de R87Q

et P307S et que R87Q augmente la vitesse d'activation du canal, ces polymorphismes
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pourraient tendre à créer une repolarisation plus rapide de l'oreillette et à diminuer la durée

du potentiel d'action auriculaire et de la période réfractaire efficace.

Lien entre les polymorphismes identifiés dans le canal hKvl.5 et l'incidence de la FA

post-opératoire

Dans l'étude présentée au chapitre 3, nous avons tenté d'établir un lien entre les

polymorphismes R87Q, A251T et P307S du canal hKvl.5 et l'incidence de la FA post-

opératoire. Nous avons fait l'analyse moléculaire du gène hKvl.5 de 185 patients

Canadiens-Français ayant subi un pontage coronarien, desquels 96 ont eu des épisodes de

FA post-opératoire assez importants pour nécessiter un traitement pharmacologique. Les

trois polymorphismes ci-haut mentionnés ont été identifiés parmi ces 96 patients, à des

fréquences alléliques respectives de 0,52%, 1,04% et 1,56%. Nous n'avons pas retrouvé le

polymorphisme R87Q chez les patients qui n'ont pas fait de FA suite au pontage, mais

A251T et P307S étaient présents à des fréquences alléliques de 1,12% et 0,56%,

respectivement. Bien qu'aucun des polymorphismes n'ait pu être relié de façon

significative à la FA post-opératoire (p = 1,00, 0,87 et 0,63 pour R87Q, A251T et P307S,

respectivement), la prévalence des polymorphismes R87Q et P307S était plus élevée parmi

le groupe de patients atteints de cette pathologie.

On rapporte, dans la littérature, que des polymorphismes peuvent induire une

variabilité dans le phénotype de certaines maladies. Un exemple récent est la découverte

du polymorphisme S1102Y dans le canal sodique SCN5A. Ce dernier est présent chez

environ 10% des Noirs et il semble conférer une susceptibilité aux arythmies cardiaques

telles que le long QT.34 Ensuite, selon une autre étude, le polymorphisme commun K897T,

dans le canal potassique HERG, serait associé à un allongement de l'intervalle QT chez des

femmes Finlandaises d'âge mûr.35 Par ailleurs, tel que mentionné à la section 3.6.2 du

chapitre 1, certaines études suggèrent une modulation génétique de la FA post-opératoire.

Ainsi, étant donné que R87Q et P307S diminuent l'inactivation du canal hKvl.5 et que

R87Q augmente la vitesse d'activation,7 il serait possible que ces polymorphismes

prédisposent à la FA post-opératoire puisqu'ils tendent à réduire la durée de la

repolarisation auriculaire. Le fait que ces deux polymorphismes entraînent une diminution
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de la densité du courant, lorsqu'ils sont exprimés dans des cellules CHO, semble aller à

l'encontre de leur implication possible dans la pathogenèse de la FA. Cependant, nous ne

connaissons pas la contribution de chacune des caractéristiques électrophysiologiques de

ces polymorphismes dans l'expression du phénotype. Il n'est donc pas exclu que,

globalement, R87Q et P307S tendent à raccourcir la durée du potentiel d'action in vivo.

Pour ce qui est de A251T, il est peu probable que ce polymorphisme ait un lien

direct ou indirect avec le développement de la FA post-opératoire, compte tenu du fait qu'il

n'affecte pas les propriétés électrophysiologiques du canal.7 Par ailleurs, la seule présence

de R87Q et P307S dans le canal hKvl.5 n'est possiblement pas suffisante pour déclencher

la FA. Cependant, ces polymorphismes pourraient y être reliés de façon indirecte, en

combinaison à d'autres facteurs comme le stress oxydatif relié à l'âge ou à une chirurgie. Il

a été démontré que la FA était associée au stress oxydatif et particulièrement à la formation

de peroxynitrite.3 Ce dernier provoque la nitration sélective des résidus tyrosine des

protéines et déstabilise le contrôle énergétique de la cellule.37'38 Carnes et al39 ont par la

suite observé que l'ascorbate réduisait de moitié l'incidence de la FA post-opératoire chez

des patients ayant subi un pontage coronarien.

Par ailleurs, des études effectuées dans notre laboratoire ont démontré que le H2O2

module les propriétés électrophysiologiques des canaux potassiques HERG40 et hKvl.541

exprimés dans des cellules CHO. Le H2O2 est un important producteur de radicaux libres,

diffusant facilement au-travers de membranes hydrophobes.42 À une concentration de 100

uM, il augmente l'amplitude du courant produit par hKvl.5 à des voltages correspondant à

la phase de repolarisation du potentiel d'action (i.e. -30 à -10 mV) et il accélère l'ouverture

du canal.41 Le H2O2 pourrait moduler le canal hKvl.5 par une oxydation des résidus

cystéine (hKvl.5 en a 9, dont 5 intracellulaires et 4 dans les segments transmembranaires).

Par ailleurs, il diminue l'activité adénylyl cyclase (qui transforme l'ATP en AMPc) et il

atténue la transduction de signal reliée aux récepteurs p-adrénergiques.43 Le H2O2 a de ce

fait une influence sur la phosphorylation des protéines par la PKA, qui elle-même a une

action régulatrice sur le canal hKvl.5.44 Enfin, l'étude de Caouette et al41 démontre

clairement que hKvl.5 est sensible au stress oxydatif. Ces résultats, combinés au fait que

le stress oxydatif influence le développement de la FA,36 suggèrent qu'il serait possible que
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les polymorphismes R87Q et P307S jouent un rôle dans le développement de la FA en

présence de radicaux libres. D'ailleurs, des études épidémiologiques démontrent que des

facteurs génétiques et environnementaux sont impliqués dans le développement de

plusieurs pathologies et que la combinaison de ces facteurs est souvent nécessaire à

l'expression de la maladie. Par exemple, la maladie thrombotique a une composante

héréditaire, les patients porteurs du facteur V Leiden étant plus à risques.45 Ce dernier est

un facteur de coagulation porteur d'une mutation (G1691A dans l'ADN) et qui n'est pas

correctement inactivé par la protéine C activée, une serine protéase.45 Les femmes prenant

des contraceptifs oraux ont également un risque accru de faire des thromboses46 et ce risque

est encore plus élevé chez celles qui ont de surcroît le facteur V Leiden.47 Par ailleurs,

plusieurs cas d'infarctus du myocarde et d'accidents vasculaires cérébraux résultent de

l'interaction de multiples facteurs génétiques et environnementaux (par exemple: usage du

tabac, sédentarité), bien qu'aucun de ceux-ci ne puisse par lui-même causer ces maladies.48

Jusqu'à présent, les gènes KvLQTl,49-50 Kir2.151 et MiRPl52 ont été associés à

quelques cas de FA familiale. Les causes potentielles de FA qui ont été identifiées par

rapport à ces gènes sont des mutations augmentant l'amplitude de /j&,4 '50
 IKI51 et d'un

courant de background.52 Ces mutations tendraient à accélérer la repolarisation dans les

oreillettes et les ventricules, ce qui signifie qu'elles pourraient potentiellement initier la FA.

Ces études ont néanmoins certaines lacunes. Premièrement, dans l'étude de Chen et al.,49

la mutation S140G a été identifiée dans le canal KvLQTl chez des membres d'une famille

dont plusieurs étaient atteints de FA. Les auteurs ont proposé que cette mutation, qui

augmente l'amplitude du courant IKS, pourrait mener à une diminution de la durée du

potentiel d'action et de la période réfractaire de l'oreillette. Cependant, plusieurs membres

de la famille porteurs de cette mutation souffraient également du syndrome du QT Long49

alors que celui-ci est plutôt associé à des mutations qui diminuent l'amplitude de /A;*.53 Ce

paradoxe met en doute le rapport entre la mutation identifiée et le développement de la FA.

Une autre faiblesse de ces études est le nombre restreint de patients qui y ont été inclus. En

effet, avant de pouvoir relier une mutation à une maladie, il est essentiel de rechercher sa

présence chez un très grand nombre d'individus atteints et de s'assurer qu'elle est toujours

ou généralement absente chez les personnes saines. Autrement, le risque d'identifier des

faux positifs est élevé.54
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Ainsi, bien que l'étude présentée au chapitre 3 ne soit pas encore concluante, elle

représente une avenue fort intéressante pouvant potentiellement mener à une meilleure

compréhension des bases génétiques de la FA post-opératoire. La pertinence du choix de

ce modèle de FA, pour notre étude, est par ailleurs très bien démontrée par le fait que

l'expression d'un grand nombre de pathologies implique des composantes génétiques (ex.:

polymorphismes) et environnementales (ex.: stress oxidatif dans le cas de la FA post-

opératoire). Comme la fréquence allélique des polymorphismes R87Q et P307S tend à être

plus élevée chez les sujets ayant fait de la FA post-opératoire, il serait très intéressant de

poursuivre l'analyse sur un plus grand nombre d'individus. Statistiquement, selon nos

résultats actuels, il faudrait génotyper environ 800 patients post-pontage dont 400 auraient

fait de la FA pour avoir 80% de chances d'obtenir des résultats significatifs. Ainsi, il serait

peut-être possible de mieux évaluer le rôle potentiel de ces polymorphismes dans

l'incidence de la FA post-opératoire et même, éventuellement, dans le développement des

formes idiopathique et familiale de la maladie. L'étude pourrait aussi inclure des patients

de différents groupes ethniques, ce qui la rendrait encore plus complète. Il a en effet été

démontré que certains polymorphismes, dans le gène hKvl.5 ou au niveau de la protéine,

sont retrouvés plus fréquemment chez des groupes ethniques particuliers. Par exemple,

Simard et al.10 ont séquence le gène hKvl.5 de 95 Caucasiens, 65 Noirs et 30 Asiatiques.

Ils ont retrouvé, au niveau de l'ADN, le polymorphisme C1149T seulement parmi les

Noirs, à une fréquence allélique de 6,9%. Ce dernier ne modifiait cependant pas la

séquence peptidique du canal. Ils ont également retrouvé les polymorphismes A251T et

P307S seulement chez les Caucasiens, tous deux à une fréquence allélique de 0,5%.10

Lien entre les polymorphismes identifîés dans le canal hKvl.5 et l'incidence de la FA

familiale

Une partie de nos études portait également sur l'évaluation d'un lien possible entre

les polymorphismes que nous avons identifiés et l'incidence de la FA familiale. Nous

avons analysé le gène hKvl.5 de 18 patients provenant de quatre familles, dont 10 étaient

atteints de FA familiale. Cependant, nous n'avons retrouvé que le polymorphisme A251T

chez deux membres de l'une des familles, soit chez une mère atteinte de FA et sa fille non
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atteinte. Il est peu probable que ce polymorphisme soit une cause de la FA dans cette

famille, puisqu'il ne modifie pas les propriétés électrophysiologiques du canal7 et qu'il a

été retrouvé à la fois chez une personne atteinte et chez une personne saine.

Dans l'étude présentée au chapitre 3, nous avons également analysé le gène hKvl.5

de certains membres des familles de patients porteurs de polymorphismes, dans le but

d'évaluer si ces derniers pourraient potentiellement prédisposer à la FA familiale en plus

d'avoir une incidence sur le développement de la FA post-opératoire. Dans la famille

d'un patient porteur du polymorphisme A251T et ayant fait de la FA post-opératoire, nous

avons retrouvé ce polymorphisme chez 3 membres sur 7. De plus, A251T a été retrouvé

chez chacun des trois membres que nous avons génotypes dans la famille d'un patient

porteur mais n'ayant pas fait de FA suite à son pontage. Enfin, dans une troisième famille,

nous avons identifié le polymorphisme P307S chez un patient avec FA post-opératoire et

chez l'un des deux membres de la famille de ce patient qui ont participé à notre étude. On

note donc que le polymorphisme A251T a été retrouvé le plus fréquemment parmi les

membres des familles. Ainsi, il est possible que ce dernier soit un polymorphisme commun

dugèneMvi.5.

Il est plus probable que R87Q et P307S soient reliés à l'une ou l'autre des formes de

FA étant donné leurs effets sur le canal hKvl.5. De plus, comme R87Q a un effet plutôt

dominant contrairement à P307S et qu'il a par ailleurs été retrouvé le moins fréquemment

(1 patient hétérozygote sur 135), il pourrait avoir encore plus de chances d'être relié à la

FA. Cependant, nos résultats actuels nous permettent seulement d'émettre des hypothèses

vu le nombre encore insuffisant de patients étudiés.

Conclusion et perspectives d'avenir reliées aux résultats de cette thèse

Les travaux présentés dans cette thèse nous permettent de mieux comprendre le

fonctionnement du canal hKvl.5 et tendent à indiquer que des polymorphismes dans ce

canal pourraient potentiellement être arythmogènes. Les résultats de l'étude présentée au

chapitre 3 n'ont pas permis de relier de façon significative les polymorphismes R87Q et

P307S à la FA. Ceci est possiblement attribuable au nombre insuffisant de patients

génotypes, puisque nous avons quand même détecté des fréquences alléliques plus élevées
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parmi les patients ayant fait de la FA post-opératoire comparativement au groupe contrôle.

Ainsi, nos résultats démontrent que nous sommes sur une piste intéressante qui permettra

éventuellement d'établir plus clairement les bases génétiques de la FA et, par le fait même,

d'améliorer les traitements actuellement utilisés contre cette maladie.

Dans l'avenir, il serait intéressant de poursuivre l'étude sur un plus grand nombre de

patients afin de mieux évaluer le rôle potentiel des polymorphismes R87Q et P307S dans la

pathogenèse de la FA. Il pourrait aussi être utile d'évaluer l'effet, sur les canaux variants,

de radicaux libres comme le peroxynitrite ou de générateurs de radicaux libres tel le H2O2.

Pour ce faire, une bonne technique serait de produire des souris transgéniques possédant

l'un ou l'autre des polymorphismes R87Q et P307S dans leur canal Kvl.5. Il s'agirait

ensuite de prélever le cœur des souris, d'isoler les myocytes par dispersion enzymatique et

de mesurer le courant IxUr en l'absence et en présence de radicaux libres par la technique de

patch-clamp. Il pourrait aussi être envisageable de faire ces expérimentations sur un

modèle humain, bien que ce serait beaucoup plus délicat et hasardeux. En effet, dans un tel

cas, il s'agirait de demander aux patients ayant à subir un pontage s'ils consentiraient à

fournir à la fois un prélèvement sanguin et un échantillon de tissu auriculaire. Il faudrait

ensuite vérifier si le patient possède le polymorphisme et, si oui, prélever les myocytes à

partir de son échantillon de tissu auriculaire et faire les mesures électrophysiologiues qui

s'ensuivent. S'il s'avère que les canaux variants ont moins d'inactivation et/ou s'activent

plus rapidement en présence des radicaux libres, par exemple, cela pourrait signifier que les

polymorphismes R87Q et P307S sont des précurseurs de la FA en combinaison avec le

stress oxydatif relatif à l'âge ou à une chirurgie.

Par ailleurs, s'il est possible de relier les polymorphismes R87Q et P307S du gène

hKvl.5 à la FA dans certaines familles ou à la FA post-opératoire, l'usage de molécules

dirigées plus spécifiquement contre le canal hKvl.5 pourra être très prometteur pour

contrôler la FA et pour avoir une action plus ciblée vers l'oreillette. Dans les cas de FA

post-opératoire, il serait très utile de doser les radicaux libres sanguins dont le peroxynitrite,

qui est particulièrement associé à cette pathologie.36 Il transforme les résidus tyrosine des

protéines en 3-nitrotyrosine et il est possible de le doser indirectement par la technique de

C-ELISA (compétitive enzyme-linked immuno-assay) en faisant une mesure du niveau
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sanguin de protéines porteuses de tels résidus nitrosylés.55 S'il est démontré que les

polymorphismes R87Q et P307S ont un potentiel accru de mener à la FA en présence d'un

choc oxydatif, des niveaux sanguins élevés de peroxinitrite chez les patients porteurs, avant

un pontage, pourraient alors guider les cliniciens vers la prévention ou un traitement plus

approprié de la FA post-opératoire.

Plusieurs des anti-arythmiques utilisés présentement pour traiter la FA provoquent

des arythmies ventriculaires, ce qui limite de manière importante les possibilités de

traitement. C'est le cas, notamment, de la propafenone et de la flecainide, des anti-

arythmiques de classe I.56'57 Étant donné que le courant IKur cardiaque n'est exprimé que

dans les oreillettes, de nombreux efforts sont consacrés à trouver des agents qui inhibent le

canal hKvl.5 préférentiellement aux autres canaux potassiques et qui pourraient

éventuellement être utilisés comme antiarythmiques de classe III dans le traitement de la

FA. Récemment, il a été démontré que l'AVE0118, le S9947, le S20951, le NIP-142,

FAZD7009 et le DPO-1 semblaient inhiber hur de façon plus spécifique que les anti-

arythmiques connus, tel que mentionné dans la section 2.5.4 de l'introduction. L'AZD7009

est d'ailleurs un médicament en essais cliniques de phase II qui semble très prometteur

pour traiter la FA et qui n'a pas d'effet significatif sur l'intervalle QT.58

Ainsi, l'AVE0118, le S9947, le S20951, le NIP-142, FAZD7009 et le DPO-1

pourraient éventuellement être utilisés pour traiter la FA. Cependant, il est possible que ces

composés n'aient pas la même efficacité chez des patients porteurs de polymorphismes

dans le canal hKvl.5. Par exemple, une étude récente a démontré que les polymorphismes

R578K et P532L dans hKvl.5 rendent le canal résistant à la quinidine, les IC50 de ces

variants pour ce composé étant respectivement de 54 et 133 uM comparativement à 8,4 uM

pour le canal sauvage. Ces deux mêmes variants sont également résistants à la

propafenone.10 Il serait donc utile d'évaluer l'effet des composés mentionnés au début de

ce paragraphe en présence des polymorphismes R87Q, A251T et P307S.

Du point de vue clinique, les perspectives d'avenir à plus ou moins long terme des

travaux présentés dans cette thèse sont d'abord d'évaluer la proportion de patients atteints

de FA qui sont porteurs des polymorphismes que nous avons identifiés. Ensuite, il serait

intéressant de vérifier si ces polymorphismes ont un impact autant sur les médicaments
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utilisés présentement pour traiter la FA que sur des molécules plus spécifiques à hKvl.5

(comme celles dont il est question aux deux paragraphes précédents) et qui pourraient

éventuellement constituer un traitement plus adéquat de la maladie. La prochaine étape à

réaliser pour faire suite à ce projet serait de tenter de relier les polymorphismes à la FA de

façon significative. Dans un tel cas, cette maladie pourra être considérée avec plus de

certitude comme étant une "channelopathie" au même titre que le syndrome du QT long,

par exemple. Ensuite, s'il est clairement démontré qu'ils influencent la réponse à certains

médicaments, les polymorphismes que nous avons identifiés pourront avoir une importance

considérable en clinique. En effet, la pharmacogénomique aide les cliniciens à

individualiser la thérapie en fonction du bagage génétique du patient. En cardiologie, une

telle approche pourrait potentiellement aider à prévenir la FA post-opératoire. Elle pourrait

aussi améliorer les traitements en diminuant les effets indésirables tels les risques pro-

arythmiques et, ainsi, réduire les coûts médicaux associés à la prise en charge des patients

atteints de FA.59

Enfin, outre l'amélioration des traitements pharmacologiques, la thérapie génique

pourrait éventuellement être envisagée pour contrôler la FA tout en minimisant les effets

indésirables. Par exemple, Murata et al. ° ont introduit, dans les cellules du nœud auriculo-

ventriculaire chez le porc, un adénovirus codant pour la protéine Gem. Ils ont mis en

évidence que cette protéine ralentissait la conduction au nœud auriculo-ventriculaire et

réduisait la fréquence cardiaque lors de la FA. La protéine Gem fait partie de la

superfamille des protéines Ras61 et elle diminue la densité du courant Ica,L en inhibant le

transport du canal vers la surface cellulaire. 2 Pour ce qui est du gène hKvl.5, une étude a

démontré que son introduction dans les poumons de rat, à l'aide d'un adénovirus, réduisait

l'hypertension pulmonaire.63 Cette dernière est causée par une diminution de l'expression

et des fonctions des canaux potassiques Kvl.5 et Kv2.1, qui sont sensibles à l'oxygène.64

Replaçons maintenant le gène hKvl.5 dans le contexte de la FA et des

polymorphismes que nous avons identifiés. De ceux-ci, R87Q et P307S diminuent

l'amplitude de l'inactivation, tel que mentionné précédemment, et nous avons posé

l'hypothèse que c'est ce qui pourrait éventuellement être arythmogène. Ainsi, à titre de

perspective d'avenir plus fondamentale, il pourrait être intéressant, utilisant un modèle
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animal comme le chien, d'introduire au niveau de l'oreillette des éléments génétiques

susceptibles de diminuer l'expression du courant IKW, tel un ARNm anti-sens dirigé contre

Kvl.5, par exemple. On pourrait alors évaluer les effets de cet ARNm anti-sens sur la

phase de plateau du potentiel d'action. Ensuite, comme on soupçonne que les

polymorphismes déstabilisent l'interaction du canal avec les sous-unités p, des expériences

de mutagenèse dirigée pourraient être envisagées afin de produire des sous-unités p se liant

de façon plus stable aux variants; ces dernières pourraient par la suite être introduites dans

l'oreillette chez le modèle animal et éventuellement chez l'humain.

Autres avenues pour l'étude de la genèse de la FA

Pour terminer, voici quelques avenues supplémentaires qu'il serait intéressant

d'explorer dans le but de mieux comprendre la pathogenèse de la FA. Une première

avenue viserait à mieux clarifier le lien entre le syndrome métabolique et la FA. Ce

syndrome réfère à une combinaison de facteurs de risques d'athérosclérose incluant la

résistance à l'insuline, l'obésité, l'hypertension et la dyslipidémie.65'66 Plusieurs faits

rapportés dans la littérature portent à croire que ce syndrome pourrait être associé à la FA,

bien que le lien ne soit pas encore très bien établi. Le diabète de type 2 et l'hypertension

ont récemment été associés à la FA et il semble que la résistance à l'insuline contribuerait

au développement de cette arythmie.67 Par ailleurs, une étude a démontré que l'obésité est

un facteur de risque indépendant de FA post-opératoire suite à une chirurgie cardiaque.68

Le lien entre la dyslipidémie et la FA n'est pas très bien documenté. On sait toutefois que

le canal potassique Kvl.5 est influencé par certains acides gras poly-insaturés. Par

exemple, les acides arachidonique et docosahexaenoique bloquent le canal à l'état ouvert69

et l'acide linoléique augmente son activation.70 Il serait donc intéressant d'évaluer l'effet,

sur hKvl.5, d'acides gras susceptibles de faire augmenter le taux de mauvais cholestérol

(i.e. le LDL-cholestérol; low density lipoprotein cholestérol) dans le sang, tels les acides

laurique, myristique et palmitique. Si l'un ou plusieurs de ces acides gras augmente la

vitesse d'activation et/ou diminue l'amplitude d'inactivation du canal, cela pourrait

indiquer qu'un lien existe entre la FA et la dyslipidémie. Cela permettrait également de

mieux définir la relation entre le syndrome métabolique et la FA.
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Une autre avenue intéressante serait d'examiner la possibilité que les

polymorphismes identifiés dans cette thèse affectent l'activité nerveuse aussi bien que

l'activité électrique de l'oreillette. En plus d'être présent dans l'oreillette, hKvl.5 est

également retrouvé dans les cellules dendritiques du système nerveux central.71 Par

ailleurs, il est bien connu que le système nerveux autonome est impliqué dans l'initiation de

la FA.72 Par exemple, la stimulation vagale libère de Facétylcholine, qui induit la FA en

diminuant la durée du potentiel d'action et de la période réfractaire efficace73 suite à

l'activation du courant potassique repolarisateur iKAch-14 II pourrait donc être intéressant

de tester l'effet de l'acétylcholine sur hKvl.5 et sur les canaux variants caractérisés dans

cette thèse afin d'évaluer leurs effets sur l'arythmogénicité du système nerveux autonome.

Enfin, à présent que la séquence d'ADN du chromosome 12 humain (qui contient le

gène hKvl.5) est connue,75 il serait intéressant de faire des amplifications plus étendues de

la région promotrice de hKvl.5, afin d'y détecter la présence éventuelle de polymorphismes

chez des patients atteints de FA. De tels polymorphismes pourraient avoir un lien avec le

développement de cette maladie, par exemple en augmentant le taux de transcription du

gène hKvl.5.
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RESUME

Objectifs: Les objectifs de cette étude étaient de déterminer si les acides gras n-3 poly-
insaturés (n-3 PUFAS) préviennent la fibrillation auriculaire (FA) induite par stimulation
vagale chez un modèle canin et d'évaluer leur impact sur les niveaux d'expression des
connexines (Cx) 40 et 43 dans les tissus auriculaires.

Contexte: II a été démontré que les n-3 PUF As ont des propriétés cardiopretectrices ayant
pour rôles d'offrir une protection contre les arythmies ventriculaires et de réduire
l'incidence de la FA postopératoire.

Méthodes: Vingt-cinq chiens ont été soumis au modèle de FA induite par stimulation
vagale. Les techniques d'extra stimulus et de stimulation rapide de l'oreillette ont été
utilisées pour induire la FA. Huit des 25 chiens ont été traités avec des n-3 PUF As (1,2 g
par jour, pris oralement) pendant 14 jours. Dix-sept chiens additionnels ont été inclus dans
l'étude; la FA a été induite chez 8 de ceux-ci, auxquels on a par la suite administré une
dose intraveineuse de n-3 PUFAs (1.4 g d'huile de poisson dissoute dans une solution
composée de 10 g d'albumine humaine à 30% dans de la saline) avant de ré-induire la FA.
Le nombre d'épisodes de FA induite a été comparé dans chacun des groupes. Les niveaux
d'expression des Cx 40 et 43 ont été mesurés, dans les tissus auriculaires, à l'aide de la
technique d'immunobuvardage Western.

Résultats: Suivant le traitement avec les n-3 PUFAs, les niveaux plasmatique et
auriculaire de ces derniers étaient augmentés de façon significative. Aucun changement
n'a été observé dans les paramètres hémodynamiques et électrocardiographiques. Les
périodes réfractaires de l'oreillette n'étaient pas affectées par l'administration orale de n-3
PUFAs. Suite à la prise orale de ces acides gras, le nombre d'épisodes de FA soutenue a
chuté de 79% (10,5 versus 48%, p=0,001) et de 42% (22,5 versus 38,8%, p-0,034) lorsque
la FA était induite par les techniques respectives d'extra stimulus et de stimulation rapide
de l'oreillette. L'administration par voie orale des n-3 PUFAs a réduit les niveaux
d'expression des Cx 40 et 43 (diminution de 60% (p=0,019) et 42% (p=0,038),
respectivement). Chez les chiens ayant reçu les n-3 PUFAs par voie intraveineuse, la FA
induite par la technique d'extra stimulus était réduite de 61,9% (p=0,0001).

Conclusions: Le traitement avec des huiles de poisson administrées par voie orale a
augmenté les niveaux plasmatique et auriculaire de n-3 PUFAs tout en réduisant la
vulnérabilité à l'induction de la FA chez ce modèle canin. La modulation des niveaux
d'expression des Cx cardiaques contribue probablement aux effets anti-arythmiques des
huiles de poisson.

Mots-clés: fibrillation auriculaire, connexine, acides gras, nerf vague.
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ABSTRACT

Objectives: The aims of this open-label, uncontrolled study were to détermine whether n-3
polyunsaturated fatty acids (n-3PUFAs) prevent atrial fibrillation (AF) induced by vagal
stimulation in a canine model and to evaluate their impact on expression levels of
connexins (Cx) 40 and Cx43 in atrial tissues.

Background: N-3PUFAs hâve demonstrated cardioprotective properties by protecting
against ventricular arrhythmias and reducing postoperative AF.

Methods: Twenty-five dogs were studied using the vagally-induced AF model. Eight dogs
were treated with n-3PUFAs (1.2g PO daily) for 14 days. Seventeen additional dogs were
studied; of thèse dogs, 8 with inducible AF were restudied following intravenous treatment
with n-3PUFAs. Episodes of inducible AF were compared. Cx40 and Cx43 levels in atrial
biopsies were evaluated.

Results: Plasma and atrial n-3PUFAs levels were significantly increased following
treatment. No changes were observed regarding hemodynamic or electrocardiographic
parameters. Atrial refractory periods were not affected by oral treatment. The number of
épisodes of sustained AF following oral treatment was reduced by 79% with the
extrastimulus technique (10.5 vs. 48.9%, p=0.001) and by 42% with burst induction (22.5
vs. 38.8%, p=0.034). Cx40 and Cx43 levels were lower following oral treatment (decrease
of 60% (p=0.019) and 42% (p=0.038), respectively). In dogs that were given n-3PUFAs
intravenously, AF inducibility by the extra stimulus technique was reduced by 61.9%
(p=0.0001).

Conclusions: Oral treatment with fish oils increased plasma and atrial n-3 PUF As levels
and reduced vulnerability to induction of AF in this dog model. Modulation of cardiac Cx
probably contributes to the antiarrhythmic effects of fish oils.

Key words: atrial fibrillation, connexin, fatty acids, vagus nerve
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CONDENSED ABSTRACT

Omega-3 Reduce Atrial Fibrillation and Connexins

This study evaluated whether n-3 polyunsaturated fatty acids (n-3 PUF As) prevent atrial
fibrillation (AF) induced by vagal stimulation and their impact on atrial expression of
connexins (Cx). Eight dogs were given oral n-3 PUF As for 14 days. Seventeen control
dogs were studied; of thèse dogs, 8 with inducible AF were restudied following
intravenous treatment with n-3 PUF As. Episodes of inducible AF were compared. Cx40
and Cx43 protein levels were also evaluated. Sustained AF in the oral group was reduced
by 79% with the extra stimulus technique (p=0.001) and by 42% with burst induction
(p=0.034). Cx40 and Cx43 protein levels were 60% and 42% lower in dogs with oral
treatment. Protection against AF could be related to modulation of Cx expression levels by
n-3 PUFAs.
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LIST OF ABBREVIATIONS

AF = atrial fibrillation
BCL = basic cycle lengths
BP = blood pressure
Cx = connexins
DHA = docosahexaenoic acid
EPA = eicosapentaenoic acid
ERP = effective refractory period
HR = heart rate
LV = left ventricular
LVEDP - left ventricular end-diastolic pressure
NS = not significant
PAC = prématuré atrial complex
N-3 PUF As = n-3 polyunsaturated fatty acids
SD = standard déviation
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INTRODUCTION

Atrial fibrillation (AF) is a common arrhythmia encountered in clinical practice.
Pharmacotherapy used to restore or maintain normal sinus rhythm is currently suboptimal
being successful in 50-70% of patients; many of thèse drugs induce important side effects
that are associated with a risk of ventricular pro-arrhythmias (1).

Dietary fish oils are a major source of omega-3 or n-3 polyunsaturated fatty acids (n-3
PUF As); dietary fish oil supplementation has been suggested to lower mortality by
reducing sudden cardiac death and in ail likelihood ventricular tachyarrhythmias (2-5).
Expérimental évidence supports the favorable antiarrhythmic effects of n-3 PUF As (6).
Few studies hâve focused on the effect of fish oils on atrial arrhythmias. Although
increased consumption of fish in patients has been shown to both lower risk of (7), and
hâve no effect on AF (8), récent studies showed that n-3 PUF As reduce the incidence of
postoperative AF (9) and decrease the burden of AF in patient with pacemaker (10).

The mechanisms responsible for the cardioprotective actions of n-3 PUF As are not clear
but may be related to action on various ions channels (6), to changes in calcium handling
(11), to enhanced membrane fluidity (12), and to reduced stretch-induced AF (13). Other
mechanisms hâve been proposed including lower blood pressure (BP) at high doses (14),
anti-inflammatory properties (15), improvement of left ventricular (LV) diastolic fonction
(16), and increased production of nitric oxide (17,18).

AF is associated with altered electrophysiological properties, mainly reduced atrial
effective refractory period (ERP) and slow conduction velocity. The latter dépends on cell
to cell communications that are determined by gap junction channels (19). In cardiac
tissues connexins (Cx) 40, 43 and 45 hâve been detected, with Cx40 and Cx43 being the
principal components of atrial gap junctions. Changes in spatial organization of gap
junctions or cellular levels of cardiac Cx are associated with arrhythmogenesis (20-24);
however, the rôle of Cx in AF remains controversial. Whether n-3 PUF As influence atrial
Cx content has not been investigated.

The présent study was designed to demonstrate that the level of atrial n-3 PUF As could be
enhanced with dietary fish oil supplementation and that this could reduce the incidence of
vagally-induced AF in dogs. We also examined whether treatment with n-3 PUF As would
influence expression of atrial Cx40 and Cx43 levels that could be associated with a
réduction in the incidence of AF.
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METHODS

Animal Préparation. Expérimental procédures reported hère conformed to guidelines of
the Guide to the Care and Use of Expérimental Animais of the Canadian Council on
Animal Care (volumes 1 and 2) and were approved by the Laval University Animal Care
Committee. Dogs were fed normal chow containing a minimal level of fïsh products
(0.1%) and given access to water ad libitum. Twenty-five adult mongrel dogs (16 maies, 9
females; 18-30 Kg) were premedicated with fentanyl (0.02 ug/Kg SC) and midazolam (0.1
mg/Kg IM) and anesthetized with thiopental (20 mg/Kg IV). Fentanyl (5-7.5 mg/Kg/min
IV) was continuously infused during the experiment; anesthesia was maintained using
isofluorane (1.5-3.5%). An endotracheal tube was inserted; dogs were ventilated with a
positive-pressure respirator (Ohmeda 7800 ventilator, DRE Médical Incorporated,
Louisville, KY, USA) with settings adjusted to maintain blood gases within the
physiological range. Body température was maintained at 38°C.

An 8 Fr sheath was inserted into the right fémoral artery and a pig-tail cathéter advanced
into the left ventricle to measure end-diastolic pressure; the cathéter was subsequently
pulled back into the aortic root to measure arterial pressures. An 8 Fr sheath was placed in
the right fémoral vein and a decapolar cathéter (Cordis, DCDA 15S4C4-00.5, Miami
Lakes, FL, USA) was wedged in the upper right atrium under fluoroscopy; this cathéter
was used for atrial pacing and recording of bipolar atrial electrograms. Heparin (150 U/Kg
IV bolus) was given after insertion of ail cathéters; half dose boluses were repeated hourly
during the experiment. Surface electrocardiogram, aortic BP and intra-atrial electrical
activity were continuously recorded using AxoScope data acquisition software (Axon
Instruments, Union City, CA, USA). At the end of the experiment dogs were given an
overdose of thiopental and sacrificed using euthanyl (107 mg/kg IV).

Vagal Stimulation and Measurement of Electrophysiological Parameters. For thèse
studies vagally-induced AF was initiated in closed-chest dogs as previously described
(25,26). After a mid-line cervical incision, the left and right vagal nerves were carefully
dissected, isolated and then ligated cranially. Two Teflon-coated stainless steel électrodes
with non-coated distal ends were inserted through an 18-gauge needle into each vagal
nerve; électrodes were connected to a Grass stimulator (model S48, Astro-Med Inc, W.
Warwick, RI, USA) for bilatéral efferent vagal nerve stimulation. Vagal stimulation (puise
width of 0.1 ms) was initiated at amplitude of 5 V and frequency of 10 Hz. Amplitude
and/or frequency were titrated to lower HR to 50% of basai HR immediately before vagal
stimulation (25,27,28).

The decapolar cathéter was connected to a second stimulator (Ventritex HVS, Model
HV0200, Sunnyvale, CA, USA) and pacing and sensing threshold were determined; pacing
was performed at four times threshold. Atrial effective refractory period (ERP, longest
coupling interval between the basic drive and the prématuré impulse that fails to resuit in
atrial depolarization) was measured using the S1-S2 extra stimulus technique at basic cycle
lengths (BCL) of 400, 300, 250 and 200 ms (26,29,30). The mean of 3 ERP values at each
BCL was used in the data analysis.
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Atrial Fibrillation Model. Right atrial stimulation combined with vagal stimulation was
used to produce sustained AF (25-28,30). Two techniques were used to induce AF: extra
stimulus (29) and burst pacing (26,27). For the extra stimulus technique, a short train of 8
beats at 400 ms (Si) was followed by one (S2), then two (S3) and finally three (S4)
consécutive prématuré atrial complexes (PACs) as shown in Figure 1. PACs were
introduced at 10 ms above the ERP and then slowly decreased until AF was induced or the
signal failed to capture. Three attempts were made for each PAC (S2, S3 and S4); a total of
nine attempts to induce AF were made in each dog. For the burst pacing technique, 30
consécutive beats were provoked at a cycle length of 100 ms; five attempts to induce AF
were made in each dog. Data were recorded independently as either: i) no AF, ii) non-
sustained AF (épisodes lasting longer than 1 sec but less than 1 min (30,31) or iii) sustained
AF (épisodes lasting longer than 1 min). After positive détermination of sustained AF,
vagal stimulation was stopped. If AF persisted longer than 5 minutes once vagal
stimulation was stopped, normal sinus rhythm was restored by direct current electrical
cardioversion. Frequency of AF was calculated as the quotient of the number of successful
sustained AF inductions and the total number of attempts for each technique.

Expérimental Design. Dogs were assigned but not randomized to either control or oral
treatment groups. Eight dogs were given 1.2 g daily of n-3 PUF As for 14 consécutive days
(containing 320 mg EPA and 160 mg DHA per gram, MEG-3 TM brand omega-3 fish oil,
Océan Nutrition Canada Ltd., Darmouth, NS, Canada). Control dogs were given a standard
diet. Of the seventeen control dogs AF was induced in eight; thèse dogs were reassessed
after intravenous administration of n-3 PUF As (1.4 g fish oil suspended in carrier solution
comprising 10 g of 30% human albumin (SIGMA Chemical Co., St-Louis, MO, USA) and
warmed saline); this mixture was shaken in a 60 mL syringe to yield an opalescent and
stable suspension that was infused at 1 ml/min IV. The intravenous n-3 PUF As treatment
group served as its own control since experiments were performed before and after infusion
of n-3 PUF As.

Baseline hemodynamic parameters including left ventricular end-diastolic pressure
(LVEDP) and ERP were recorded in the absence of vagal stimulation after a 5 min
stabilization period. A blood sample was drawn for détermination of total plasma n-3
PUF As, DHA and EPA levels (samples analyzed using HPLC at the Human Nutraceutical
Research Unit, University of Guelph, ON, Canada). Hemodynamic parameters and ERP
were assessed during vagal stimulation. At the end of the experiment but prior to sacrifice,
a large right atrial biopsy was removed for ex vivo electrophysiological measurements and
détermination of tissue n-3 PUF As and Cx40 and Cx43 levels.

Protein Isolation and Western Blotting for Cx40 and Cx43. Expression levels of Cx40
and Cx43 proteins were measured by western blotting in atrial biopsies from eight control
dogs and seven dogs treated orally with n-3 PUF As using a modified technique from our
laboratory (32); expression levels of phosphorylated forms of Cx40 and Cx43 were also
assessed.

Atrial tissue samples were homogenized on ice in buffer as previously described (32). The
homogenate was centrifuged at 10,000g for 15 min at 4°C. Total protein content was
determined using the Bio-Rad Protein Assay (Mississauga, Canada) with bovine albumin as
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standard and subsequently separated with an 8% denaturing-PAGE. Proteins transferred to
Immobilon PVDF membranes (Millipore Corp, Mississauga, Canada) were incubated (1 hr
at room température) with rabbit polyclonal antibodies for Cx40 and Cx43 (epitopes Cx A-5
and CxA-1 respectively; Chemicon International, Temecula, CA, U.S.A.). Antibodies were
diluted in TBS-Tween 1:200 for anti-Cx40 and anti-Cx43. After four 5-min washes in
TBS-T, membranes were incubated with a secondary antibody (anti-rabbit, Cedarlane,
Hornby, ON, Canada), conjugated with horseradish peroxidase. An enhanced
chemiluminescence détection kit (Amersham Biosciences, Baie d'Urfé, Canada) was used
to reveal the antigen-antibody complex on Biomax MS Kodak films (Chalon-sur-Saône,
France). Images were analysed using a scanning densitometer (ChemiGenius XE, Canberra
Packard, Montréal, QC, Canada). The average densitometric value from control dogs (n =
8)wastakenas 100%.

Assessment of Atrial Omega-3 and Omega-6 Levels. Total lipid extracts were prepared
from atrial biopsies by the extraction method of Bligh and Dyer (33) using
chloroform:methanol (1:2 by volume); lipids were separated by thin-layer chromatography.
The fatty acid methyl esters were prepared from the phospholipid fraction as previously
described by Morrison and Smith (34) and were analyzed on a Varian 3800 gas-liquid
chromatograph (Palo Alto, CA, USA) with a 60-m DB-23 capillary column (0.32 mm
internai diameter).

Statistical Analysis. Hemodynamic parameters, electrocardiographic measurements and
ERP are reported as mean ± standard déviation (SD). Densitometry values are expressed as
mean ± SEM. A p value <0.05 was considered statistically significant. Between group
comparisons were performed using an unpaired Student's t-test for the n-3 PUF As oral
treatment group and a paired Student's t-test for the intravenous treatment group; two-tailed
tests were used for individual statistical comparisons. The frequency of AF was compared
using chi square analysis.
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RESULTS

Baseline Characteristics. Twenty-five dogs were entered into the study. Total n-3
PUF As plasma levels increased significantly from 2.10 ± 0.37% in controls to 9.17 ±
0.72% (p<0.001) in the oral treatment group; proportional increases in EPA (0.49% versus
3.01%) and DHA (0.41% versus 3.19%) were also observed (Figure 2). There was no
change in plasma levels of n-3 PUF As in the IV treatment group: EPA 0.50%, DHA 0.43%
and total n-3 PUF As 2.13%. Total n-3 PUF As atrial tissue levels were increased
significantly in the oral treatment group (5.78 ± 0.71% versus 2.48 ± 0.42% in controls,
pO.001). In addition, omega-6 levels decreased from 47.69 ± 2.58% in controls to 44.55 ±
1.58% (p=0.002) in the oral treatment group.

Electrophysiologic Parameters. Pacing thresholds and sensing were similar for ail
expérimental groups. During vagal stimulation, HR was reduced by 46.2% in oral
treatment dogs and 45.3% in controls (p=NS). Average vagal stimulation required to
achieve thèse levels was 11.4 Hz at 6.1 V in the oral treatment group and 12.9 Hz at 6.1 V
in controls (p=NS).

Significant différences were not observed between control and oral treatment groups for
hemodynamic or electrocardiographic variables either at baseline or during vagal
stimulation (Table 1). Vagal stimulation decreased BP, prolonged the PR interval and
shortened the QT interval (p<0.020 for each parameter) in both groups. However, in the IV
treatment group BP was significantly lower, PR interval was shorter and QT interval was
longer at baseline; QRS was also larger during vagal stimulation in thèse dogs. The latter
changes may be due to acute administration of fish oil emulsion.

Vagal stimulation significantly shortens atrial ERPs compared to baseline in ail groups
(p<0.002), but ERPs were similar when comparison was made between each treatment
group (Table 2).

AF Induction. Induction of AF was initially done using the extra stimulus technique.
Incidence of sustained AF after 1 PAC was 26.0% in controls (13/50 attempts), 24.0% in
IV treatment dogs (6/25 attempts, p = NS) and 4.2% in n-3 PUF As oral treatment dogs
(1/24 attempts, p=0.015) (Figure 3A). After 2 PACs, sustained AF was induced in 38.0%
of controls (19/50 attempts), 21.1% of IV treatment dogs (4/19 attempts, p = 0.002) and
12.5% of oral treatment dogs (3/24 attempts, p=0.010) (Figure 3B). After 3 PACs, the
incidence of sustained AF was 48.9% in controls (23/47 attempts), 28.6% in IV treatment
dogs (6/21 attempts, pO.001) and 10.5% in oral treatment dogs (2/19 attempts, p=0.001)
(Figure 3C); thèse data show a 79% réduction in the incidence of sustained AF following
oral treatment with n-3 PUFAs. Combined data for the extra stimulus technique
demonstrated a significantly lower incidence of sustained AF in oral treatment dogs (37.4%
in controls versus 8.9% with oral n-3 PUFAs, p<0.001). Using the burst pacing technique,
sustained AF occurred in 38.8% of controls (26/67 attempts), 42.1% of IV treatment dogs
(16/38 attempts, p=NS) and 22.5% of oral treatment dogs (9/40 attempts) (p=0.034) (Figure
4).
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Overall, 27 épisodes of non-sustained AF with an average duration of 26 seconds was
induced in controls; 23 épisodes of non-sustained AF with an average duration of 21
seconds were induced in oral treatment dogs (p=NS for épisodes and duration); 5 épisodes
of non-sustained AF with an average duration of 11 seconds was induced in IV treatment
dogs(p=NS).

One dog from the control group developed répétitive ventricular tachycardia that could not
be controlled with xylocaine 40 mg IV and was excluded from the analysis of AF
induction.

Western Blotting. Total atrial Cx40 and Cx43 levels are shown in Figure 5; in n-3 PUF As
oral treatment dogs Cx40 and Cx43 protein levels were 60% (p=0.019) and 42% (p=O.O38)
respectively lower than in controls. In oral treatment dogs, expression levels of the
phosphorylated form of Cx40 (PI) decreased by 63% (p=0.024) while the two
phosphoisoforms of Cx43 (P2 and PI) decreased by 49% (p=0.047) and 33% (p=0.153)
respectively. Non-phosphorylated forms of Cx40 and Cx43 (PO) decreased by 55%
(p=0.020) and 43% (p=0.024), respectively.
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DISCUSSION

Results of the présent study demonstrate that oral treatment with n-3 PUF As significantly
increases atrial tissue levels of n-3 PUF As and lowers AF inducibility in this canine model.
In addition, we report that oral treatment with n-3 PUFAs markedly decreases expression
levels of both Cx40 and Cx43 in atrial tissues.

Tissue levels of n-3 PUFAs. Our findings support récent data regarding the antiarrhythmic
properties of n-3 PUFAs (7,9). Blood and atrial tissue n-3 PUFAs levels were significantly
augmented in dogs given fish oil over a period of 14 days. The corrélation between blood
and cardiac fatty acid composition in man requires further investigation; however, récent
clinical (35) and expérimental (13) studies indicate that red cell EPA + DHA levels may be
the preferred surrogate for cardiac omega-3 status. The dose of n-3 PUFAs (1.2 g daily of
EPA + DHA) added to the diet in the présent study was comparable to those recommended
by the American Heart Association (36), and was sufficient to reach established therapeutic
levels. In a study of 94 men in whom sudden cardiac death occurred as the first
manifestation of cardiovascular disease and that were matched with control subjects, the
relative risk of sudden death was significantly lower when baseline blood levels of long-
chain n-3 fatty acids were in the higher quartile (6.08-10.2%) (37).

Electrophysiologic Properties. Atrial refractoriness was not affected in fish oil fed dogs
compared to controls. Thèse data are not consistent with récent expérimental findings in
isolated rabbit hearts subjected to rapid burst pacing and increasing intra-atrial pressures
(13); différences may be due in part to différent expérimental models and potential
variations of action potential characteristics in higher mammalian species. The
electrophysiologic findings of the présent study concord with récent reports documenting
reduced incidence of AF following n-3 PUFAs treatment (7,9,10). The mechanisms by
which n-3 PUFAs exert antiarrhythmic effects remains unclear but were not related to
changes in cardiac hemodynamics or atrial ERP. N-3 PUFAs may prevent ventricular
arrhythmias by inhibiting fast, voltage-dependent sodium channels and L-type calcium
channels (13,38); however, QRS and QTc durations were not affected in oral treatment
dogs in this study indicating that thèse channels were not significantly altered in situ.
Previous animal and human studies using standard doses of n-3 PUFAs were also unable to
detect a différence on electrocardiographic parameters (3,39). Modulation of conduction
velocity or conduction heterogeneity was not addressed in the présent study and therefore
cannot be ruled out as contributory mechanisms to the protection observed in fish oil fed
dogs.

Cardiac Connexins and n-3 PUFAs. Several studies hâve documented an association
between AF and an increase in Cx expression (20,40,41); in some studies this was also
associated with a remodelling of gap junction distribution. Chronic atrial pacing increases
expression of Cx43 in the canine (40) and is also associated with depressed atrial
conduction. This apparent paradox may be reconciled by altered distribution patterns of
gap junctions (i.e. changed anisotropy) that could contribute to development of multiple
wavelet reentry. An elevated Cx40 expression level has been associated to an increase in
AF susceptibility in a population of patients undergoing cardiac surgery (21). However,
other investigators report either no change or decreased Cx40 and Cx43 expression levels
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in a goat model of AF (42). In heterozygous Cx43+/" knock-out mice, no différence in atrial
conduction was observed compared to wild type (43); when thèse mice were subjected to
myocardial infarction, the frequency of spontaneous or inducible arrhythmias compared to
wild type was not increased, suggesting that a réduction in Cx43 expression was not related
to arrhythmogenicity (44).

In the présent study, lower cardiac Cx40 and Cx43 levels following oral n-3 PUF As
treatment were associated with an increased AF triggering threshold; thèse data confirm
that n-3 PUF As protect against arrhythmias but also document that this protection may
involve n-3 PUFAs-mediated effects at the level of cardiac Cx. In a post-hoc analysis,
atrial connexin levels were compared for animais with and without inducible AF;
protection against AF following n-3 PUFA oral treatment appeared to be related to lower
atrial Cx40 expression levels (p<0.001; no change between expérimental groups for ail
phosphorylated forms of Cx43).

Phosphorylation of Cx43 is involved in synthesis, assembly (45), and régulation of gap
junction conductance/permeability (46). Cx phosphorylation is also associated with either
increased or decreased gap junction intercellular communications (47,48); poor corrélation
between cell-to-cell communication and changes in phosphorylation status of Cx43 hâve
been reported (49). We did not observe major changes in the ratio of phosphorylated and
non-phosphorylated forms of Cx40 and Cx43 in association with the lower Cx40 and Cx43
expression levels; further experiments are necessary to elucidate mechanisms involved in n-
3 PUFAs-induced downregulation of thèse two cardiac Cx. It should be kept in mind that
western blotting or immunohistochemistry only identify the présence of a protein without
providing insights into its functional state: the amount of gap junction protein expression is
not necessarily associated with the level of intercellular conductance and only a limited
proportion of thèse gap junctions are necessary for optimal cell-to-cell electrical
propagation (50).

Potential limitations. Since AF is a progressive and slowly evolving condition in
humans, data from short-term studies, including the présent study, should be interpreted
with caution. While vagal stimulation facilitâtes induction of prolonged AF (25-29,31) the
latter could only be induced in 50% of control dogs. Further limitations include: 1)
autonomie tone influences AF (51) but vagally-mediated paroxysmal AF is not common in
humans (52), 2) AF usually occurs in diseased atria, and 3) AF induced by vagal
stimulation in dogs is probably quite différent from that observed in humans. The major
limitation of the présent study is the absence of a control véhicule treatment group for
direct comparison with the 14-day n-3 PUF As oral treatment group; the lack of
randomization and blinding should also be considered.

Results for the IV treatment group are difficult to interpret; indeed, the lack of change in
plasma n-3 PUFAs levels could be the conséquences of the rapid blood clearance of n-3
PUF As (i.e. less than 10-15% by 5 min, dropping to 1-2% by 25 min) (53). The lower
incidence of AF observed in thèse dogs during either 2 or 3 PACs might be explained by
indirect actions of n-3 PUFAs despite normal plasma levels or by unknown effects of
albumin.



231

Conclusion. Oral treatment with fish oils markedly increased n-3 PUF As in plasma and
atrial tissues and reduced vulnerability to induction of AF in this canine model of vagally-
induced AF. Modulation of cardiac Cx probably contributes to the antiarrhythmic effects
of fish oil supplementation. Thèse findings add further insight to mechanisms involved in
atrial arrhythmogenic remodeling and support the rationale for continued clinical studies to
examine cardioprotective effects of dietary fish oil supplementation in man.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1. Induction of atrial fibrillation (AF) by the extra stimulus technique. A short
train of 8 paced atrial beats, followed by two prématuré atrial complexes,
converted sinus rhythm into AF.

Figure 2. N-3 PUF As plasma levels. Oral treatment with increased plasma levels of
DHA, EPA and total n-3 PUFAs (p<0.001).

Figure 3. A. AF induction by 1 prématuré atrial complex (PAC). Sustained AF was
reduced from 26.0% to 4.2% with the extra stimulus technique by 1 PAC in
the oral treatment group (p=0.015). B. AF induction by 2 PACs. Sustained
AF was reduced from 38.0% to 12.5% with the extra stimulus technique by
2 PACs in the oral treatment group (p=0.010). C. AF induction by 3 PACs.
Sustained AF was reduced from 48.9% to 10.5% with the extra stimulus
technique by 3 PACs in the oral treatment group (p=0.001) and to 28.6% in
the IV group (p<0.001).

Figure 4. AF induction by the burst pacing technique. Sustained AF was reduced
from 38.8% to 22.5% with the burst technique in the oral treatment group
(p=0.034).

Figure 5. Représentative Western blots for Cx40 (A) and Cx43 (B) proteins in atrial
tissues from controls and n-3 PUFA oral treatment dogs. Ail protein
expression levels were tested in duplicate for each dog. C and D, mean ±
SEM expression levels for Cx40 and Cx43 (n = 8 for controls and n - 7 for
n-3 PUFA oral treatment dogs). * p<0.05.
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TABLES

Table 1. Hemodynamic and electrocardiographic parameters at baseline and during
vagal stimulation.

Controls PO IV

Baseline Vagal Baseline Vagal Baseline Vagal

Blood Pressure

• Systolic (mmHg) 108 + 28

• Diastolic (mmHg) 85 ± 24

End-Diastolic 10 ±9
Pressure (mmHg)

84 ± 20*

51 ±17*

102 + 27

84 ±26

9 ± 6

85±23f

58±20f

76 ± 15$

48 ± 13$

66 ±11H

37±9f

ECG

• Heart Rate (bpm)

• RR (ms)

• PR (ms)

• QRS (ms)

• QTc (ms)

128

474

104

55

348

±

±

±

±

±

13

49

11

8

33

70

870

150

56

317

±8*

±96*

±24*

±10

±37*

119 +

512 +

115 ±

58 ±

339 +

16

68

18

9

28

64 ± 11 f

960±156|

169±34f

55 ± 11

296 ± 22t

146

422

91

59

371

±25

±72

±8$

±9

±22$

71

850

126

66

324

±7H

±851f

±181

±1111

±29H

* p<0.020 between Controls Baseline and Controls Vagal. f p<0.007 between PO Baseline
and PO Vagal. $ p<0.035 between Controls Baseline and IV Baseline.
H p<0.025 between IV Baseline and IV Vagal.

Table 2. Atrial
ERP

BCL (ms)
400
300
250
200

effective refractory periods
Controls

Baseline
133 ±19
122 ± 20
113 ± 19
105 ±16

Vagal
81 ±20*
78±21*
78 ±23*
75 ± 27*

PO
Baseline
128 ±12
115±10
106 ±10
102±ll

Vagal
84±21f
82±18f
80±17f
78±17f

IV
Baseline
145 ±15
124 ±18
114 ±20
109 ± 22

Vagal
79 ± 20$
77 ±18$
78 ±16$
78 ±17$

ERP, effective refractory period. BCL, basic cycle length. * pO.OOl between Controls
Baseline and Controls Vagal. f p<0.002 between PO Baseline and PO Vagal.
$ p<0.009 between IV Baseline and IV Vagal.
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FIGURES
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Figure 3 A
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Mesure des courants ioniques par la technique de patch-clamp

L'objectif de l'étude présentée en annexe I était d'évaluer, à l'aide d'un modèle
canin d'induction de FA, si l'effet anti-arythmique des n-3 PUFAs observé dans le
ventricule était également présent à l'étage auriculaire. Outre les résultats présentés dans
le manuscrit, une mesure des courants ioniques exprimés dans les myocytes auriculaires
des chiens a également été faite par la technique de patch-clamp en configuration cellule
entière. J'ai été en charge d'effectuer cette mesure. La figure suivante illustre les courants
ioniques qui ont été détectés.

Contrôle B n-3 PUFAs

O
O
UT

Enregistrement des courants Ica,i, hr et IKS sur des myocytes auriculaires de chiens avec
fibrillation auriculaire. Neuf épisodes de stimulation (-30 à +50 mV, avec incréments de 10
mV) ont été appliqués aux myocytes. La durée de chaque stimulation était de 5 secondes et
le potentiel de repos était de -40 mV. A. Chien contrôle. B. Chien ayant reçu un
traitement aux n-3 PUFAs par voie orale.

Les résultats démontrent une plus grande densité du courant Ica,t chez les chiens
traités aux n-3 PUFAs comparativement aux chiens contrôles. Le courant Ica,i est un
courant entrant rapide (pic orienté vers le bas), qui est observé dans les 200 premières
millisecondes de la stimulation. Aucune différence n'a été remarquée au niveau des autres
courants ioniques.

Des analyses de patch-clamp ont été faites sur 11 myocytes auriculaires de chiens
contrôles et sur 14 qui provenaient de chiens traités aux n-3 PUFAs (voie orale). Les
courants /*>, IKS et Ica,L ont été identifiés respectivement dans 73, 91 et 18% des myocytes
du groupe contrôle et dans 78, 89 et 56% de ceux provenant des chiens traités. Ceci
indique possiblement une meilleure préservation du courant lca,i chez les chiens auxquels
on a administré des n-3 PUFAs. Cependant, les résultats présentés ici ne sont pas très
concluants, car la technique d'isolement des myocytes influence le courant Ica,u dont
l'amplitude diminue souvent au cours de la procédure. Parfois, même, le courant disparaît
complètement. Les courants potassiques rectifiants retardés sont eux aussi affectés par la
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technique d'isolement utilisée. En effet, une étude effectuée par Yue et al1 a analysé ces
courants dans des myocytes auriculaires de chien isolés selon deux méthodes différentes.
La première consistait à isoler l'oreillette droite et à la perfuser avec une solution contenant
de la collagénase. Dans la deuxième technique, les auteurs ont d'abord prélevé un morceau
de l'oreillette droite et ils ont isolé les myocytes à l'aide d'une incubation dans une solution
de collagénase maintenue sous agitation et oxygénation. Cette technique d'isolement,
contrairement à la première, ne permettait pas très bien de détecter les courants potassiques
rectifiants retardés.1

(1) Yue L, Feng J, Li G-R, Nattel S. Transient outward and delayed rectifier currents
in canine atrium: properties and rôle of isolation methods. Am J Physiol
1996;270:H2157-H2168.




